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RESUMO

FERRAZ JR, Osmar Dias, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2022.
Padronizacio de Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para Deteccdo de Anticorpos Anti-
eCG em Ratas. Orientadora: Bruna Waddington de Freitas. Coorientadora: Mariana Machado
Neves.

A poténcia bioldgica da gonadotrofina coridnica equina (eCG) é estimada, sob condi¢des
controladas, a partir do seu efeito sobre a massa dos ovarios de ratas imaturas mediante a
comparac¢do com o efeito de um agente padrdo e com um grupo controle. O aumento de massa
ovariana mediante uso da eCG ocorre devido a superovulacao induzida em fun¢ao do efeito
agonista da molécula, ja que essa apresenta reconhecida capacidade de se ligar aos receptores
de hormonio luteinizante (LH) e hormonio foliculo estimulante (FSH). O objetivo do presente
estudo foi a padronizacdo de uma concentragdo 6tima do formulado de eCG (Padrdo
internacional PMSG — NZY02) em diferentes concentracdes do teste de imunodiagndstico
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para a deteccdo da produgdo de anticorpos
anti-eCG em ratas imaturas submetidas a protocolos de superovulacdo. Foram utilizadas 80
ratas (Rattus norvegicus), com diferenca de peso entre os animais de no maximo 10 g, que
foram distribuidos de forma aleatdria em 4 tipos de tratamento (inoculag¢do do formulado padrao
internacional PMSG 11,57 Ul/mL, 17,34 Ul/mL, 26 UI/mL e solucdo salina. O sangue dos
animais foi colhido nos momentos D5, D21 e D28 apds a primeira inoculagdo (D0) e os ovarios
foram coletados para pesagem nos momentos D5 e D28. O ensaio experimental foi conduzido
no Biotério da empresa Ourofino, localizado no Centro Pesquisa Veterinaria (CPV), na cidade
de Guatapara — SP. Como resultado, os ensaios de padronizacio do teste ELISA apresentaram
elevada sensibilidade na dilui¢do do antigeno em 1/100000 e nas diluicdes de soro dos animais
em 1/100, 1/200 e 1/400. Além disso, foi detectada elevada concentracido de anticorpos anti-
eCG nos momentos D21 e D28 nas concentracdes 11,57 Ul/mL, 17,34 Ul/mL e 26 Ul/mL. A
andlise realizada no momento D5 ndo apresentou diferenca significativa quando comparado ao
grupo controle nas concentragdes 11,57 Ul/mL, 17,34 UI/mL e 26 UI/mL, nas dilui¢des do soro
entre 1/100 e 1/6400. Por fim, os animais tratados com o padrdo PMSG tanto no momento D5
quanto no momento D28, apresentaram aumento de peso de ovario de forma significativa

quando comparado ao grupo controle.

Palavras-chave: Gonadotrofina. eCG. ELISA.



ABSTRACT

FERRAZ JR, Osmar Dias, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August, 2022.
Standardization of Enzyme Immunoassay (ELISA) for the Detection of Anti-eCG
Antibodies in Rats. Adviser: Bruna Waddington de Freitas. Co-adviser: Mariana Machado
Neves

Equine chorionic gonadotropin (eCG) is compared to the effects of a standard agent and
a control group in order to determine its biological potency from its influence on the
ovary mass of immature rats under controlled settings. Because eCG has a known
affinity for binding to the receptors for luteinizing hormone (LH) and follicle-
stimulating hormone (FSH), it induces superovulation, which results in an increase in
ovarian mass. In order to detect the generation of anti-eCG antibodies in female rats, the
current study set out to standardize the optimal concentration of the eCG formulation
(PMSG International Standard - NZYO02) in various concentrations of the ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) immunodiagnostic test. animals that were too
young to undergo superovulation procedures. Eighty rats (Rattus norvegicus) were
employed, with a maximum weight difference of 10 g between the animals, and they
were randomly assigned to 4 types of treatment: injection with the internationally
produced standard PMSG 11.57 IU/mL, 17.34 IU/mL, 26 IU/mL, and saline. Following
the initial immunization (DO0), the animals' blood was obtained at moments D5, D21,
and D28, and the ovaries were collected for weighing at moments D5 and D28. The
experiment was run in the firm Ourofino's vivarium, which is housed in the Veterinary
Research Center (CPV) in Guatapard, SP. Since the antigen was diluted to 1/100000 and
the animal serum was diluted to 1/100, 1/200, and 1/400, the standardization tests of the
ELISA test revealed great sensitivity. Additionally, at times D21 and D28, large levels
of anti-eCG antibodies were found at values of 11.57 IU/mL, 17.34 TU/mL, and 26
IU/mL. When compared to the control group at concentrations of 11.57 IU/mL, 17.43
IU/mL, and 26 IU/mL in serum dilutions between 1/100 and 1/6400, the analysis
conducted at time D5 revealed no statistically significant difference. Finally, when
compared to the control group, the animals treated with the PMSG pattern both at D5

and D28 time showed a substantial increase in ovarian weight.

Keywords: Gonadotropin. eCG. ELISA.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Representacdo esquemadtica da diluicdo do padrdo internacional PMSG no ensaio
experimental para obten¢do das concentracoes finais de 11,57 Ul/mL, 17,34 Ul/mL e 26 Ul/mL

Figura 3 - Localizacdo do coracao para a realizacdo de pungdo intracardiaca.........c.ccceeueeee. 33

Figura 4 - Ovdrios de ratas retirados no momento D5 que foram inoculadas de forma subcutinea
com padrdo internacional PMSG ou solugao Salina...........coecveeviiieniieiniiieeniieeice e 34

Figura 5 — Diagrama de distribuicao das concentra¢des de 11,57 Ul/mL, 17,34 Ul/mL, 26
UI/mL do padrao internacional PMSG e grupo controle nos momentos D5, D21 e D28 em placa
AE 90 WEILS ...ttt e e et e e ettt e e e et et e e e e nbba e e e e naaaeeeenbaeeeennaraaeeenrees 36

Figura 6 - Distribuicdo da dilui¢do de 1/100 até 1/6400 do soro dos animais e grupo controle
em Placa de 96 WEIlS......cocoiiiiiiiii e 37



LISTA DE GRAFICOS

Griéfico 1 - Média e desvio padrdo dos peso (g) no momento D5 de 40 ratas heterogéneas
inoculadas com padrdo internacional PMSG nas concentragdes 11,57 Ul/mL, 17,34 Ul/mL, 26
Ul/mL e grupo controle, que foram medidos no inicio do estudo antes da inoculacdo (Peso
Inicial), e ao final do estudo antes da eutandsia (Peso Final e Peso dos Ovarios). *p < 0.05. .42

Griéfico 2 - Média e desvio padrdo dos peso (g) no momento D28 de 40 ratas heterogéneas
inoculadas com padrdo internacional PMSG nas concentragdes 11,57 Ul/mL, 17,34 Ul/mL, 26
UI/mL e Controle, que foram medidos no inicio do estudo antes da inoculacdo (Peso Inicial), e
ao final do estudo antes da eutandsia (Peso Final e Peso dos Ovarios). *p < 0.05................... 43

Griéfico 3 - Média e desvio padrdo dos pesos (g) dos ovérios nos momentos D5 e D28 de 80
ratas heterogéneas inoculadas com padrdo internacional PMSG nas concentragdes 11,57
UI/mL, 17,34 UI/mL, 26 UI/ML € CONtIOLE. .....cccoiiiiiiiiieee e 44

Griafico 4 - Valores de absorbancia de anticorpos anti-eCG produzidos por ratas que receberam
as concentragdes de eCG: Controle (azul), 11,57 UI/mL (vermelho), 17,34 Ul/mL (amarelo) e
26 Ul/mL (verde), com dilui¢cdes variadas de 1/100 — 1/6400 e grupo controle. Amostras de
sangue coletadas em D5 (A), D21 (B) € D28 (C).eouiiiiiiiiiiiieiieteeeteeeeeee e 45

Griafico 5 - Momento D5, D21 e D28. Valores de absorbancia (proporcional a quantidade de
anticorpos anti-eCG) nas diferentes concentragdes: controle, 11,57 Ul/mL, 17,34 Ul/mL e 26
Ul/mL. As amostras de sangue final e ovarios foram coletadas dos animais nos momentos D5,
D21 € D28. P 0,05, ettt ettt sttt eaeens 52

Grifico 6 - Momentos D5, D21 e D28. Valores de absorbancia de anticorpos anti-eCG nas
diferentes concentragdes: Grupo controle, 11,57 Ul/mL, 17,34 Ul/mL e 26 Ul/mL............... 54

Griafico 7 - Média da absorbancia das amostras positivas e negativas para o ELISA.............. 54

Grafico 8 - Amostras avaliadas pelo ELISA indireto qualitativo. Negativas: amostras negativas
utilizadas no calculo do cut off. Positivas: amostras positivas utilizadas na a validagdo do teste..



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Ensaio de padronizac¢do de ELISA, com os valores de absorbancia de anticorpos anti-
eCG produzidos por ratas sacrificadas no momento D5, que receberam as concentracdes de
eCG: 11,57 Ul/mL, 17,34 Ul/mL, 26 UI/mL e controle, com dilui¢des do anticorpo anti eCG
de 1/5000, 1/10000 € 1/25000. ....cccueiiiriiierieniteieeeet ettt sttt 39

Tabela 2- Ensaio de padronizac¢do de ELISA, com os valores de absorbancia de anticorpos anti-
eCG produzidos por ratas sacrificadas no momento D5, que receberam as concentracdes de
eCG: 11,57 Ul/mL, 17,34 Ul/mL, 26 UI/mL e controle, com dilui¢des do anticorpo anti eCG
de 1/50000, 1/75000 € 17100000 ....cceeetirierieriiieeientente ettt ettt st et 40

Tabela 3 - Ensaio de confirmacgdo da padroniza¢do de ELISA, com os valores de absorbancia
de anticorpos anti-eCG produzidos por ratas, que receberam as concentracdes de eCG: 11,57
Ul/mL, 17,34 Ul/mL, 26 Ul/mL e controle, com dilui¢des do anticorpo anti eCG selecionada

de 1/100000. .....oiiiiiiiiiiieie e e e s 41
Tabela 4 - Célculo do coeficiente de variacao e pesagem do grupo DS.......ccccceoiiiiniiiinnneen. 46
Tabela 5 - Célculo do coeficiente de variacio e pesagem do grupo D28..........cceccveeviieeninennne 46

Tabela 6 — Comparacdes multiplas do momento DS. Valores de absorbancia (proporcional a
quantidade de anticorpos anti-eCQG) nas diferentes concentragdes: controle, 11,57 Ul/mL, 17,34
UI/ML € 26 UL/ttt e e e e e et ta e e e e e e e e e e aataareeeaaeeeennes 48

Tabela 7 — Compara¢des multiplas do momento D21. Valores de absorbancia (proporcional a
quantidade de anticorpos anti-eCG) nas diferentes concentragdes: controle, 11,57 Ul/mL, 17,34
UI/ML € 26 UI/ML.....ooiiii ettt st e 49

Tabela 8 — Comparacoes multiplas do momento D21. Valores de absorbancia (proporcional a
quantidade de anticorpos anti-eCQG) nas diferentes concentragdes: controle, 11,57 Ul/mL, 17,34
UI/ML € 26 UI/ML....cooiiieee ettt et e e e e e ataa e e e e e e e e e e artraneeaaens 50

Tabela 9 — Comparacdes multiplas dos momentos D21 e D28. Valores de absorbancia
(proporcional a quantidade de anticorpos anti-eCG) nas diferentes concentragdes: controle,
11,57 Ul/mL, 17,34 UI/mL e 26 UI/mL......ccccccooiiiiiiiiiiiiiiicicecceceeeee e 51



LISTA DE QUADROS

Quadro 1- Organizaco dos grupos d€ ENSAI0. ......cerueerveeruierieeniieeieente et e site et e siee e e sieesaeens 31



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

APC — Células Apresentadoras de Antigenos

CEUA — Comisséo de Etica no Uso de Animais

CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
CPAL — Centro de Pesquisa com Animais de Laboratorio
CPV — Centro de Pesquisa Veterindria

CQBio — Controle de Qualidade Biol6gicos

DBCA — Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagao de Animais
DO — Densidade Optica

E> — Estradiol

eCG — do inglés Equine Chorionic Gonadotropin

ELISA — do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
FSH — Hormoénio Foliculo Estimulante

GnRH — Hormoénio Liberador de Gonadotrofinas

hCG — Gonadotrofina Coridnica Humana

HVAC —do inglés Heating, Ventilation and Air Conditioning
IA — Inseminacgdo Artificial

IATF — Inseminag¢do Artificial em Tempo Fixo

IVC —do inglés Intra Ventilated Cages

LH — Hormonio Luteinizante

MHC — Complexo de Histocompatibilidade

NA —Nao se Aplica

NK — do inglés Natural Killer

P4— Progesterona

PG F», — Prostaglandina Faq

PMSG — do inglés Pregnant Mare Serum Gonadotropin

RIA — Técnica de Radioimunoensaio

SC — Subcutinea

TCR — do inglés T-cell receptor

TE — Transferéncia de Embrides

UFV — Universidade Federal de Vicosa



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...t 15
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..........ooooooioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 17
2.1 Gonadotrofina Corionica Equina (€CG)...........cccoevvveviiiiiiiiiieceeceecee e 17
2.1.1 ASPECtOS MOLECUIATES .........cc.eeviiiiiiiiiiiieieeieeeet ettt estesebeebeesseenseesaees 17
2.1.2 Producio da molécula................cooiiiiiiiiiiiieee e 18
2.1.3 Utilizacdo da molécula em protocolos hormonais .................ccooceeeverieieniiiiecieneeiennen, 19
2.14 Poténcia IMUNOZENICA ...........ccoceeviiiiieiieiieeere et eees 21
2.2 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)..........cccccocciiiiiiinniieniienieeieee e 24
3. OBJETIVOS ...ttt ettt h ettt a et be et et e sb e et e sbeest e beebeenee e 27
3.1 ODbJetivo Geral ..............cooiiiiiiiiii ettt 27
3.2 Objetivos ESPecifiCos............ccoooiiiiiiiiiiieieeeeee e 27
4. MATERIAL E METODOS.........cooooociriiiiiriiiineeeessssessssessessssssssse st ssss s sssssessssssseees 28
4.1 Aspectos €ticos N0 uso de aNIMAIS ..................coceeiiiiiiiiiiii e 28
4.2 Local e periodo de realizaciio do eStudo................ccocveeeveviiriieciinieiiieeieeceeee e 28
4.3 Origem e destino dos animais...............ccooieiiiiiiiiiiiiii e 28
4.4 Ambiente e manejo dos aNIMAIS..............c.oecveeriiiriiiiiiiiieie e 28
4.5 Preparo e diluicao das amoOSEIas .............coccoeeiiinieiininieneeceetce e 29
4.6 Delineamento experimental.................c.ccveiiiiiiiiiiiiiiieeie e 30
4.7 Protocolo anestésico € anal@ésico ................c..cccveviiiiiiiiiiiiciceeee e 32
4.8 MéEtodo de ULANASIA..............c.oeiiiiiiiiieieeeeee e 32
4.9 Colheita de material biolOZICO................ccoocieiiiiiiiiiieeeee e 32
4.10 Processamento e armazenamento das amOSLIas...........c..ccoceeveenienieniennieenieenieeneennees 33
4.11 ELISA indireto para diagndstico sorologico................c.ccooieiiiiiriiiiiiieiiieeseeeeene 35
4.11.1 Padronizacio do tesSte.................oooiiiiiiiiiiieeie et 36
4.12 Analise eStatiSTICA .............ooiiiiiiie e e 38
5. RESULTADOS EDISCUSSAO ........ooooiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 39
5.1 Padronizacio do teste ELISA ..............c..coioiiiiiiiieeeeeeeeeesee et 39
5.2 Analise do peso dos animais tratados ...............ccccevceeriieiiierienienieee e 41
53 Analise do teste ELISA padromizado...................cccooieieiiiiieiiinieieeeeeeseeee e 47
6. CONCLUSOES ...ttt eiseeessesss ettt sss sttt 56
REFERENCIAS ..........oosvviiiiineioe e 57

ANEXO L.ttt et st st st b e a e sh e n e r e st sreen e 62



15

1. INTRODUCAO

A Gonadotrofina Corionica Equina (eCG) € uma glicoproteina sintetizada e secretada
pelos célices endometriais de éguas gestantes entre 40 e 130 dias de gestacdo (ALLEN; MOOR,
1972; MURPHY; MARTINUK, 1991). Trata-se de um hormdnio composto por duas
subunidades (subunidade a e subunidade ) que s3o necessarias para a completa atividade
molecular. Além disso, devido ao alto peso molecular, o hormoénio tem dificil filtracao
glomerular, o que contribui para a sua meia-vida longa (PIERCE; PARSONS, 1981).

A eCG apresenta atividade tanto como hormonio luteinizante (LH) quanto como
hormoénio foliculo estimulante (FSH) em fémeas mamiferas que ndo sejam da espécie equina
(STEWART; ALLEN; MOOR, 1976). Este fato torna essa molécula amplamente utilizada em
protocolos de inseminacgdo artificial em tempo fixo (IATF), protocolos de superovulacio e
transferéncia de embrides (TE), principalmente na espécie bovina (BARUSELLI et al., 2004).

A eCG apresenta efeito positivo em rebanhos com baixa taxa de ciclicidade em
animais recém-paridos, em animais com condi¢do corporal comprometida € em animais que
apresentam comprometimento no crescimento do foliculo dominante devido a altos niveis de
progesterona ao final do tratamento de sincronizacdo da ovulagdo (SALES et al., 2015).

Fémeas bovinas tratadas com eCG podem, apds sucessivas aplicacdes dessa molécula
em protocolos de inseminagdo artificial em tempo fixo ou protocolos de superovulagado, se
tornar refratdrias, ou seja, resistentes aos efeitos esperados (JAINUDEEN et al., 1966; AYRES
et al., 2008). Isso pode significar que a falta de resposta apds o0 uso continuo desse hormonio
esteja relacionada a resposta imunoldgica gerada. Por se tratar de um hormo6nio com alto peso
molecular, que possui origem heteréloga e um alto nivel de glicolizagdo, a eCG € considerada
uma molécula potencialmente imunogénica (DRION et al., 2001a).

Para os testes de poténcia (atividade bioldgica) da eCG, € realizada comparagao, sob
condic¢des controladas, do seu efeito no aumento da massa dos ovérios de fémeas imaturas de
rato com o efeito de um padrao (amostra de eCG com poténcia conhecida) e com um grupo
controle inoculado unicamente com o diluente, sem produto (COMBARNOUS et al., 2019).
Porém sdo poucos os dados na literatura internacional relacionados a atividade imunogénica
dessa molécula.

Os bioensaios t€ém maior variabilidade em comparagdo a andlises fisicas e quimicas,
pois estes sdo realizados utilizando-se animais, células ou biomoléculas. A variacdo das
respostas bioldgicas deve ser minimizada tanto quanto possivel e sua avaliacdo deve ser

consideravelmente precisa e confidvel, obedecendo a padrdes para efetivamente controlar a
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qualidade do produto. Diferentes anélises de controle de qualidade devem ser projetadas para
testar diferentes formulacdes concebidas. Nesse sentido, o presente estudo tem como objetivo
correlacionar resultados obtidos frente os testes de poténcia de formulados comerciais de eCG
e seus efeitos imunogénicos em ratas.

Visando a utilizagdo racional de animais em experimentos e a continuidade do uso do
modelo animal nessas avaliagdes, diversas metodologias alternativas ja foram e continuam
sendo implementadas. Trata-se de um processo complexo que abrange o desenvolvimento, a
avaliacdo de sua relevancia e de sua confiabilidade até a aceitagdo e adogdo por diversas
organizagdes regulatdrias e Comités Internacionais (O’DONOVAN; MADDEN, 2018).

Para a quantificagdo da atividade biolégica de eCG (estudo de poténcia), a
Pharmacopeia Europeia orienta que o ensaio experimental da gonadotrofina seja realizado em
ratas imaturas, as quais sdo inoculadas com trés concentracoes distintas da eCG, de forma que
as concentragdes sejam crescentes e obedecam uma progressao geométrica entre elas. Os
animais devem receber as inocula¢des em 6 momentos distintos: Oh (T0), 18h (T18), 21h (T21),
24h (T24),42h (T42) e 48h (T48). A eutandsia e avalia¢do da bioatividade da molécula de eCG
deve ser realizada entre 48h e 72h apds a ultima inoculacdo. Apds a eutanésia, por comparagao
da massa ovariana com o grupo padrao, é estimada a poténcia da eCG da amostra teste.

Para o presente estudo foi avaliada a resposta imunoldgica produzida por essa
molécula a partir da quantificacdo de anticorpos anti-eCG antes da eutandsia das ratas tratadas.
A intenc¢do dessa andlise € a padronizacao do teste de imunodiagnéstico ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), um ensaio imunoenzimatico, que consiste em uma reacdo antigeno-
anticorpo para avaliar a resposta imunoldgica de animais ou células pela presenca de um
anticorpo-alvo especifico, visando a proposicdo de teste alternativo de poténcia biolégica
baseado em teste sorolégico, o que dispensaria a colheita de material post-mortem de animais
experimentais.

Atendendo o principio dos 3 R’s (Reduce, Replace and Refinement) que regem o uso
de animais em pesquisas cientificas, a elaboragdo de teste de poténcia alternativo também pode

contribuir para a reducio no uso de outras espécies, como ruminantes (espécie alvo).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Gonadotrofina Corionica Equina (eCG)

A eCG € um hormonio produzido pelos cdlices endometriais presentes na placenta de
égua gestante a partir de 40 dias de gestacdo. Sua secre¢do € mantida até aproximadamente 120
dias de gestacdo e tem como funcdo a luteinizacdo folicular para formacgdo de corpos liteos
acessorios (CLEGG et al., 1962). Sua fun¢do bioldgica foi descrita hd 90 anos por Cole & Hart
(1930) ao administrarem soro de éguas gestantes em ratas e camundongos fémeas impuberes.
Esses autores observaram aumento na massa ovariana e importantes alteracdes histoldgicas
naquelas fémeas que receberam o soro de éguas com 37 até 131 dias de gestacdo, sendo que
entre os dias 43 e 80, a resposta ovariana era mais intensa. Cole & Erway (1941) foram capazes
de separar o elemento que estimulava a ovulacdo nos animais de laboratorio, o qual ficou
conhecido como Pregnant Mare Serum Gonadotropin (PMSG). Nesse mesmo estudo, os
autores conseguiram provar que se tratava de uma gonadotrofina presente no soro retirado de
éguas gestantes.

Em um primeiro momento, Catchpole & Lyon (1934) acreditaram se tratar de um
hormoénio hipofisario equino. Posteriormente, porém, foi descoberto que o sitio de produgdo
desse hormonio seria nos calices endometriais (COLE; GOSS, 1943; CLEGG; BODA; COLE,
1954), que consistem em placas de formatos circulares, de cores claras e de desenvolvimento
endometrial no corno gravidico de éguas gestantes, proximo a membrana coridnica (MOOR;
ALLEN; HAMILTON, 1975). Os célices endometriais aparecem aproximadamente no 370 dia
de gestacdo, antes do alantocérion se fixar ao epitélio uterino (GINTHER, 1979). Com base na
origem trofobldstica coridnica, o nome equine Chorionic Gonadotropin (eCG) foi considerado
mais apropriado do que PMSG para descrever a glicoproteina produzida pelos célices

endometriais (CLEGG; BODA; COLE, 1954).

2.1.1 Aspectos moleculares

Trata-se de uma molécula de origem heteréloga, com alto nivel de glicosilacao e alto
peso molecular, caracteristicas que estdo diretamente relacionadas ao seu potencial
imunogénico (DRION et al., 2001b). Além disso, possui meia vida longa, de aproximadamente
seis dias na espécie equina e até 15 dias na espécie bovina (ALLEN; MOOR, 1972; DRION et

al., 2001b). O fato de ser uma molécula carregada negativamente também contribui para que
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tenha uma meia vida longa, uma vez que este fato dificulta a sua filtracdo glomerular e mantém
seus niveis séricos por tempo prolongado (LEGARDINIER et al., 2005).

A molécula de eCG tem aproximadamente 45 kDa e é composta por duas subunidades,
a e B, que sdo heterogéneas e ligadas de maneira ndo-covalente entre si. Cerca de 47% da
molécula é composta por carboidrato, sendo o N-acetil neuramina ou édcido sidlico o principal
deles e que primordialmente estd presente na subunidade f (PAPKOFF; SAMY, 1967;
PIERCE; PARSONS, 1981; CAHOREAU; COMBARNOUS, 1987; DRION et al., 2001b). J&
a subunidade a € composta por 96 aminoacidos ¢ comum aos hormonios LH, FSH e TSH;
inclusive 0 hCG (Gonadotrofina Coridonica Humana) compartilha a mesma subunidade o que
os hormdnios hipofisdrios, enquanto a subunidade B difere entre os hormonios. Em geral ¢
aceito que essa subunidade B seja responsdvel pelo diferencial de acdo dessa molécula

(PAPKOFF; SAMY, 1967; PIERCE; PARSONS, 1981; PRATA et al., 2014).

2.1.2 Producao da molécula

A obtencdo e purificacdo da gonadotrofina coridnica equina € realizada nas chamadas
‘fazendas de sangue’. Quando as éguas chegam proximo do dia 40 de gestacdo, pequenas
quantidades de sangue sdo colhidas para testagem de eCG sérico realizada por enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Uma vez o teste apresente resultado positivo, grandes volumes
de sangue passam a ser coletados uma vez por semana entre os dias 40 e 120 de gestacao
(ALLEN; STEWART, 1993; HOPPEN, 1994).

Virios fatores relacionados a égua gestante e ao feto podem influenciar na quantidade
de eCG produzida durante a gestagdo. O tamanho da égua por exemplo é um fator determinante,
quanto maior o animal maior a producdo de eCG, independentemente do tamanho do feto
(ALLEN etal., 2002). Além disso, o niimero de gestacOes que a égua ja teve também influencia
na quantidade de eCG produzido. Em estudo conduzido por Wilsher & Allen (2011) foi
observado um declinio de 38% na producdo de eCG entre a 3a e a 5a gestacdo. No mesmo
estudo os autores perceberam que éguas que praticavam exercicios e estavam em boa condi¢cdo
de escore corporal produziam uma quantidade maior da molécula do que animais que nao se
exercitavam.

Nao existem diretrizes internacionais que recomendem ou fiscalizem a coleta de
sangue de éguas gestantes, tanto no que diz respeito a quantidade méxima que pode ser coletada
quanto a frequéncia em que essa colheita pode ser realizada. Em algumas fazendas que realizam

a colheita e purificagdo da molécula € realizado o aborto das éguas ap6s 90 dias de gestagao,
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levando em consideracao que a partir desta data a gestacdo nao € mais necessdria para continuar
as colheitas de sangue e com isso sdo capazes de realizar dois ciclos de colheita de eCG por
ano. Outras fazendas seguem com as gestacdes e criam os potros para a venda, dependendo do
pais e da raga escolhida para a inseminagdo das éguas (MANTECA VILANOVA et al., 2019).

Por razdes éticas, num futuro préximo, a eCG recombinante ird substituir a eCG
natural obtida a partir do soro sanguineo de éguas prenhes (RAFERT et al., 2016). Os testes em
animais ou in vivo por enquanto sdo indispensaveis, devido ao polimorfismo da molécula de

eCG (CAHOREAU; COMBARNOUS, 1987).

2.1.3 Utilizacao da molécula em protocolos hormonais

As técnicas reprodutivas estdo cada vez mais disseminadas nos rebanhos bovinos do
mundo todo. A mais comum € a inseminagdo artificial (IA) e sua utilizacdo traz grandes
vantagens para os produtores em fun¢do da possibilidade do uso de s€men de touros superiores,
0 que proporciona maior qualidade ao rebanho e uniformidade dos bezerros produzidos
(BARUSELLI et al., 2018). O programa de inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), surgiu
como uma possibilidade de melhoria da técnica de IA, eliminando assim a necessidade de
deteccao de estro e aumentando a eficiéncia reprodutiva do rebanho (BARUSELLI et al., 2018).

Em meados dos anos 90, equipes de universidades da Florida e de Wiscosin, nos
Estados Unidos, desenvolveram um protocolo experimental de sincroniza¢do de ovulacdo, o
qual permitiria a inseminagdo artificial de rebanhos em tempo pré-estabelecido, o que
eliminaria a necessidade de observacdo de cio. Esse protocolo, precursor da IATF, ficou
conhecido como Ovsynch (WOLFENSON et al., 1994; PURSLEY; MEE; WILTBANK, 1995)
e consiste na aplicacao de hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) visando a indugao de
ovulagdo ou regressao (atresia) do foliculo dominante, com inicio de uma nova onda folicular,
seguida da aplicacdo de prostaglandina F2q (PG Faq) 7 dias ap6s e 48 horas antes de uma nova
aplicacdo de GnRH, na intencdo de causar lutedlise, na ocasido da presenca de corpo liteo, com
inducdo de pico de LH, objetivando a ovulacio do foliculo dominante. Nesse protocolo a IA é
realizada 16 horas apds a segunda aplicagdao de GnRH.

Com o passar dos anos, os protocolos de IATF evoluiram, conforme o
desenvolvimento de novas formulagdes hormonais e conhecimento fisioldgico. No Brasil, se
popularizou o uso do estradiol (E2) e progesterona (Ps) (BARUSELLI et al., 2004;
VASCONCELOS; VILELA; SA FILHO, 2009). A aplicacdo de outras formulacdes depende

diretamente da relagdo custo-beneficio suportado pela propriedade em funcdo da categoria
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manejada e das condi¢des corporais e nivel de ciclicidade dos animais protocolados.

Baruselli et al. (2004) observaram que a aplicacdo da molécula de eCG durante os
protocolos de IATF em novilhas Bos indicus aumentava a taxa de ovulagao dessas fémeas. Sa
Filho et al. (2010) observaram aumento nas taxas de ovulacdo e de crescimento folicular em
vacas tratadas com 400 UI de eCG ap6s a retirada do implante de P4 nos protocolos de IATF.

Em estudo comparativo entre os efeitos de duas diferentes doses de eCG (200 Ul e 400
UI) em protocolo de IATF a base de progesterona e associado a desmama tempordria, foi
observado que nao houve aumento dos indices reprodutivos avaliados, independente do
tratamento (SA FILHO et al., 2009). Tais resultados foram ponderados pelos autores & desmama
tempordria, que estimula pulsos de LH de maneira tal que ndo haja necessidade de suporte
gonadotréfico com eCG na fase final do desenvolvimento folicular.

Por outro lado, Meneguetti & Miguel Jr. (2008) observaram aumento na taxa de
concepcdo de novilhas ciclicas que foram submetidas a protocolos de IATF a base de P4
associada a eCG nas doses de 200 UI e 400 UI. Esses autores sugeriram que a eCG teria
capacidade de estimular a fase final de desenvolvimento folicular, que, neste caso, poderia estar
sendo inibido por altas concentragdes de progesterona sérica.

De fato, segundo Peres et al. (2009), a utilizacdo de eCG pode minimizar qualquer
efeito negativo das altas concentracdes de P4 encontradas em novilhas puberes e vacas nao
lactantes submetidas a protocolos de IATF. Em contradicdo, os resultados obtidos por esses
autores evidenciaram que ndo existe efeito aditivo da eCG sobre as taxas de ovulagdo e
concepgdo e que, desse modo, a aplicacdo de PGF2, 48 horas antes da retirada do dispositivo
de P4 seria suficiente para garantir elevadas taxas de concepcao.

Em estudo conduzido por Prata et al. (2014), foi observado o efeito do tratamento
utilizando 400 UI de eCG no D7 do protocolo de IATF, sendo feita a retirada do dispositivo
intravaginal de P4 no D8, em vacas mestigas (Bos taurus x Bos indicus). Nesse estudo, os
autores observaram aumento na taxa de prenhez, evidenciando que a utilizacdo de 400 UI de
eCG pode ser realizada com sucesso em protocolos de IATF em vacas mesticas.

De acordo com Mello et al. (2014), a importancia da IATF se deve ao fato dessa
biotécnica poder ser utilizada em vacas em periodo de anestro, antecipando a ovulagdo pds-
parto e otimizando a eficiéncia reprodutiva do rebanho. Dentro dessas condi¢des, as pesquisas
evidenciam a importancia do uso da eCG para aumento das taxas de crescimento folicular,
ovulacdo e de prenhez apds o tratamento de sincroniza¢do, melhorando a eficiéncia dos

protocolos de sincronizacdo para IATF.
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2.1.4 Poténcia imunogénica

2.1.4.1 Resposta e memoria imunologicas

De acordo com Abbas & Lichtman (2004), o sistema imune é composto por um
conjunto de 6rgdos, células e moléculas que, de maneira coordenada, reagem a entrada de
qualquer substincia estranha no organismo. Isso ocorre para garantir a homeostase. Segundo
os autores, os mecanismos de defesa do organismo se classificam em imunidade inata e
imunidade adquirida. Naturalmente este sistema deve agir contra agentes patégenos, porém,
mesmo substancias nio infecciosas podem estimular uma resposta imunoldgica.

A imunidade inata fornece a primeira linha de defesa do organismo, agindo
imediatamente apds o contato com microrganismos em geral, da mesma maneira em cada
exposicao. Ela é formada por barreiras fisicas e quimicas como, por exemplo, o epitélio e os
agentes antimicrobianos produzidos nas superficies epiteliais, além de células fagociticas como
neutréfilos e macréfagos, células natural killers (NK), células linfoides e proteinas sanguineas.
Estes mecanismos de defesa estdo em vigor mesmo antes do contato com os agentes infecciosos
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI 2014).

Se opondo a imunidade inata, a imunidade adquirida ou adaptativa € estimulada pelo
contato com os chamados antigenos que sdao os agentes capazes de gerar uma resposta imune
adquirida. A resposta imune se adapta a cada tipo de antigeno de forma tnica e exclusiva; além
disso, se torna mais forte e mais 4gil cada vez que uma nova exposi¢io a0 mesmo agente
acontece. Ela é composta pelos linfécitos e seus produtos secretados, tais como anticorpos
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2014). A imunidade adquirida depende de um tempo apds
exposicdo ao antigeno para que os linfécitos e os anticorpos comecem a se tornar eficazes.
Porém, eles persistem no organismo, a chamada memodria imunoldgica, que € rapidamente
ativada em casos de reexposi¢cdo ao mesmo antigeno (KINDT; GOLDBSBY; OSBORNE,
2007).

A resposta imunoldgica adquirida € classificada em resposta mediada por células, que
€ constituida basicamente pelos linfocitos T, e resposta mediada por moléculas, também
conhecida como imunidade humoral, que € constituida por linfécitos B. A principal func¢ao dos
linfécitos B € produzir anticorpos, que por sua vez, reconhecem os antigenos e neutralizam sua
infectividade; a imunidade humoral é a mais efetiva contra microrganismos livres e suas
toxinas. J4 os linfocitos T tém como principal funcdo a destrui¢do de microrganismos

fagocitados ou provocam a morte de células infectadas para eliminar os reservatdrios. Além
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disso, os linfécitos T ainda contribuem para a eliminag@o de microrganismos circulantes através
do recrutamento de leucdécitos e auxiliando os linfécitos B na produgado de anticorpos (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAIL 2014).

Para auxiliar os linfécitos T no reconhecimento de antigenos, uma vez que estas células
sdo incapazes de reconhecé-los sozinhas, as células apresentadoras de antigenos (APC) ingerem
e digerem os antigenos, fragmentando nos chamados peptideos antigénicos que se ligam as
moléculas do MHC (complexo de histocompatibilidade principal). A partir dai sd@o entdo
apresentados aos linfécitos T na forma de MHC/peptideo e sdo reconhecidos pelos TCR, que
sdo os receptores das células T (INABA et al., 1998).

A criacdo de uma ligacdo estdvel entre o complexo MHC/peptideo e o TCR depente
diretamente da afinidade entre eles (GRAKOUI et al., 1999). Dessa maneira, a variedade de
TCR disponivel influencia diretamente no produto dessa ligacdo; dessa forma, o grau de
diferenciacdo e desempenho dos linfécitos T, bem como a qualidade da resposta gerada pelos
linfécitos B, dependem diretamente de dois fatores muito importantes, que sao a intensidade e
duracgdo do estimulo de TCR (IEZZI; KARJALAINEN; LANZAVECCHIA, 1998).

Abbas, Lichtman e Pillai (2015) afirmam que, depois de ativados, os linfécitos B se
fragmentam de forma vigorosa, diferenciando-se em plasmdcitos que passam a secretar
quantidades significativas de anticorpos, que por sua vez, sdo capazes de neutralizar os
antigenos, causando sua destrui¢do por meio de enzimas provindas do sistema do complemento
ou por fagdcitos. Os mesmos autores afirmam ainda que, enquanto os linfécitos T agem
primariamente por interacdes celulares diretas e localizadas na infeccdo, os linfécitos B
possibilitam uma protecdo sistémica gragas aos anticorpos que podem ser transportados na
circulacdo sanguinea ou linfatica.

Algumas células do sistema imunoldgico completam sua diferenciacio na medula
Ossea e outras atingem esse estdgio apds entrar na corrente sanguinea. Ja em outra via, os
linfécitos apenas se diferenciam quando hé o reconhecimento de um antigeno especifico, com
isso existe uma grande quantidade de linfocitos maduros na corrente sanguinea nao
diferenciados. Ou seja, que ainda ndo se depararam com seu antigeno, estes sao chamados de
células naive (ABBAS; LITCHMAN, 2004).

Alguns linfécitos B e T se transformam em células de memoria durante o processo de
multiplicacdo celular. Estas células de memoria irdo permanecer na circulacdo sanguinea de
maneira longinqua, algumas por muitos anos € em caso de uma nova exposi¢cdo a0 mesmo
antigeno garantem que haja uma resposta mais rapida e mais eficiente (ADA; NOSSAL, 1987;

SPRENT, 1994). As células de memoria se multiplicam de maneira mais rapida e precisam de
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menor co-estimula¢do do que as células naive. Além disso, em um segundo encontro com o
antigeno irdo existir um nimero maior de células de memoria do que células naive (GRAY;

SPRENT, 1990; GRAY, 1993; MACKAY, 1993).

2.1.4.2 Resposta imune a eCG

Devido ao seu alto peso molecular, origem heterogénea e a alta porcentagem de
carboidratos presentes, a molécula de eCG € potencialmente imunogénica (SWANSON et al.,
1996; DRION et al., 2001b). A eCG pode produzir resposta imunoldgica varidvel quando
aplicada em diferentes espécies, como em vacas ou em ratas por exemplo, gracas ao grande
sitio antigénico presente na molécula, conforme evidenciado por imunomapeamento realizado
com anticorpos monoclonais por Chopineau et al. (1993).

Em estudo conduzido por Jainudeen (1966) foi observada reducdo na atividade
ovariana de ratas tratadas com eCG que receberam soro proveniente de vacas tratadas com o
hormoénio; porém, quando se aplicava nas ratas o soro retirado de vacas que ndo passaram por
nenhum tratamento hormonal, a resposta ovulatéria ndo sofria interferéncia. Baseado nestes
dados, o autor levantou a hipétese de que a refratariedade as gonodotrofinas exdgenas poderia
ser causada por resposta imune. Sua hipétese foi comprovada em 1979, quando Roser et al.
comprovaram a formacao de anticorpos anti-hCG em éguas quando submetidas repetitivamente
a tratamentos com hCG.

Quando inoculada em coelhos em diferentes doses, a €CG somente induz a resposta
imunolégica depois da sexta aplicacio no mesmo animal e essa resposta € diretamente
proporcional a dose inoculada, pode-se dizer ainda que ndo ha diferenga entre a prole gerada no
primeiro protocolo de inseminagdo artificial para o sexto protocolo onde ja teria uma formacao
de anticorpos anti-eCG, ou seja, nesse caso os anticorpos ndo inibem a acdo esperada da
molécula de eCG nos protocolos de [A (THEAU—CLEMENT et al., 2008).

Quando aplicada em cabras a eCG induz uma resposta imunolégica dependente da
concentracdo utilizada da molécula e do nimero de aplicagdes. Assim sendo, a formacdo de
anticorpos anti-eCG pode causar a resisténcia ao tratamento com o hormonio quando aplicado
em altas dosagens e de maneira repetitiva em protocolos reprodutivos realizados em animais
nao equinos (KOSTYK et al., 1978; LEA; BOLTON, 1991; DRION et al., 2001b).

Drion et al. (2001) observaram que a produgdo de anticorpos anti-eCG em vacas apds
a administracdo do mesmo tratamento por no minimo trés vezes e em doses semanais foi variada

e ndo manteve um padrdo, com alguns animais apresentando niveis basais de anticorpos
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enquanto outros tinham altas concentragdes durante todo o experimento.

A variacdo da resposta imunoldgica contra a eCG j4 havia sido descrita em 1999 por
Roy e colaboradores, em estudo realizado com cabras, onde foram dividas em dois grupos sendo
um tratado pela primeira vez com eCG e um outro grupo onde as fémeas ja haviam sido tratadas
anteriormente, neste estudo foi possivel observar que os dois grupos desenvolveram anticorpos
anti-eCG, porém, entre os animais do grupo que ji havia sido tratado anteriormente essa
resposta imune aconteceu de forma mais rapida e o declinio no nimero de anticorpos demorou
mais para acontecer. As diferencas nas concentracdes de anticorpos anti-eCG foram notéveis,
variando de 0,7 a 102,0 pg/mL no grupo tratado pela primeira vez com a molécula e de 3,0 a
219,0 pg/mL no grupo que j4 havia sido tratado anteriormente.

A investigacdo de cabras submetidas aos protocolos anuais utilizando eCG por quatro
anos, evidenciaram que as variagdes nas concentragdes plasmaticas de anticorpos anti-eCG
estdo diretamente ligadas a caracteristicas de cada individuo e que essas diferencas poderiam
ser explicadas por diferencas no MHC, que estd envolvido na moderacdo da resposta
imunolégica (ROY et al., 1999).

Em estudo realizado em ovelhas, Bodin et al., (1997) observaram que quando tratadas
com 500 a 550 UI de eCG na parte final do protocolo de sincronizacdo, esses animais
apresentam algum efeito residual causado pelo tratamento com eCG. Mesmo um ano apds o
tratamento foi possivel identificar anticorpos anti-eCG nesses animais.

Em estudo utilizando fémeas bovinas, foi possivel observar que a resposta imunoldgica
gerada ndo influencia na eficdcia da utilizacdo de eCG na dose de 400 Ul em protocolos de
IATF utilizados em fazendas de gado de corte. O experimento mostrou que a producdo de
anticorpos € dose-dependente e que utilizando uma dose mais baixa como a de 400 Ul ird gerar
uma resposta imunoldgica menor e que aparentemente ndo influencia na atividade bioldgica da
eCG (MANTOVANI, 2010).

A mesma autora Mantovani (2010) observou que em protocolos de superovulacdo em
vacas onde se utiliza uma dose de 2000 Ul, levando em conta tratamentos consecutivos, a
eficacia da atividade bioldgica da molécula pode ser comprometida devido a resposta imune

com alta producdo de anticorpos.

2.2 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

A partir da observacdo da adsorcdo do antigeno e do anticorpo em uma superficie

sOlida e da capacidade de realizar ligagdes especificas de alta afinidade, foram desenvolvidos
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0s primeiros testes imunoenzimaticos ou Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) no final
da década de 1960 (NUNES, 2005). Anteriormente, os testes imunoldgicos eram realizados
com a técnica de radioimunoensaio (RIA), porém, essa técnica se mostrava ineficiente para o
processo de adsor¢do de alguns antigenos tanto livres quanto ligados. Um caracteristica dos
testes ELISA ¢ a utilizacdo de anticorpos para detectar a presenca do antigeno (CROWTHER,
1995).

Diferentes imunoensaios passaram a ser chamados de ELISA, alguns utilizando
enzimas e outros que nao necessitavam da separacao dos antigenos livres ou ligados. O ELISA
se demonstrou extremamente importante para reconhecer e quantificar antigenos e anticorpos
em grandes nimeros de amostras. Existem diferentes tipos de superficies sélidas utilizadas para
imunoensaios, porém o ELISA permanece popular devido a facilidade de execucao, reagentes
de baixo custo e precisdo. Entre as principais vantagens do ELISA podemos citar a rapidez,
sensibilidade, simplicidade de execu¢do, adaptabilidade, baixo custo, aceitabilidade, seguranca
e disponibilidade (CROWTHER, 1995). Porém, existe uma limitacdo para a técnica, ela ndo é
capaz de demonstrar nenhuma caracteristica bioquimica da molécula, como por exemplo, seu
peso molecular ou sua distribuicao espacial nos tecidos (AYDIN, 2015; TIGHE et al., 2015;
SHAH; MAGHSOUDLOU, 2016).

Os testes ELISA consistem basicamente em uma reagdo antigeno-anticorpo, seguida
por uma etapa onde se utiliza um antigeno ou anticorpo conjugado com uma enzima, um
substrato e por ultimo uma substancia reveladora (DAVIS; MOON, 1990). Um fator que
interfere diretamente na técnica € a especificidade de ligacdo ou reacdo cruzada do anticorpo
com demais proteinas que ndo sejam a proteina alvo, uma vez que, o anticorpo € a parte
determinante da sensibilidade e especificidade do ensaio, assim, quanto maior sua interacao
com o antigeno, uma menor fragdo pode ser detectada pela técnica (CROWTHER, 2001).

Crowther (1995) explica que existem diferentes tipos de ensaios ELISA e que eles
dependem de qual reagente estd sendo utilizado inicialmente para se fixar na placa e qual
reagente serd adicionado posteriormente, isso € muito importante para a versatilidade do teste
e todas suas adaptacdes e aplicagdes. Os testes ELISA podem ser classificados como direto,
indireto ou de captura e cada um destes ensaios ainda pode ser modificado para um formato
competitivo ou ndo-competitivo. O formato competitivo pode ser descrito pela introdugdo de
um ndmero desconhecido de antigeno em uma amostra e também de um antigeno de referéncia
que irdo competir para se ligar em um numero limitado de anticorpos. Todavia, esse ensaio
pode ser executado tanto com um anticorpo adsrovido na placa como com um antigeno.

O chamado ELISA indireto é a forma mais utilizada do ensaio para a deteccdo e
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titulacdo de anticorpos especificos a partir de uma amostra de soro e nesse caso, a especificidade
do teste ¢ dada pelo antigeno que estd aderido a placa, devendo ser altamente purificado e
caracterizado (CROWTHER, 2001).

A quantificacdo de anticorpos presentes em uma amostra é fornecida através da
constru¢do de uma curva padrdo. Ou seja, para determinar uma quantidade desconhecida de
anticorpos, deve ser feita a comparagdo da leitura de densidade 6ptica (DO) obtida de diferentes
diluicoes de aliquotas desconhecidas com a curva padrdao. Em um cendrio ideal as diluicdes
serdo paralelas as dilui¢des feitas para a constru¢do da curva padrao, caso diferente, deve-se
diluir ainda mais a amostra (AYDIN, 2015; TIGHE et al., 2015; SHAH; MAGHSOUDLOU,
2016).

Ainda ndo existe um método padrdo de ELISA para a avaliacdo da presenca de
anticorpos no soro de ratas tratadas com a molécula formulado de eCG (Padrdo internacional
PMSG - NZYO02), que sdo submetidas ao protocolo de supervolu¢ido, mesmo sendo o ELISA
um método robusto e amplamente utilizado em laboratérios para quantificacdo de anticorpos.
A padronizagdo do teste no presente trabalho serd muito ttil para laboratérios de pesquisa basica
e aplicada, assim como laboratdrios comerciais.

O objetivo dessa andlise € a padronizacao do teste de imunodiagndstico ELISA, afim de
se realizar uma verificacdo da ocorréncia de correlagc@o entre potencial imunogénico e potencial
bioldgico da molécula, visando a proposic¢ao de teste alternativo de poténcia biolégica baseado
em teste soroldgico, o que dispensaria a colheita de material post-mortem de animais

experimentais.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o formulado de eCG (Padréo internacional PMSG — NZY02) em diferentes
concentracdes e padronizar o teste de imunodiagndstico ELISA para a detec¢do da producao de

anticorpos anti-eCG em ratas imaturas submetidas a protocolos de superovulagio.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a presenca de anticorpos nos soros dos animais tratados com a molécula de eCG

em ratas submetidas aos protocolos de superovulacdo e comparar com o grupo controle;

e Avaliar se hd diferenca significativa e/ou correlagdo entre as diferentes concentragdes

do formulado de eCG (11,57 Ul/mL, 17,34 Ul/mL e 26 Ul/mL);

e Avaliar a especificidade do teste de ELISA por baixa leitura de absorbancia no grupo

controle negativo em relagdo ao soro teste e pela titulacdo;

e Avaliar o peso ovariano de ratas do grupo tratado e grupo controle.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Aspectos éticos no uso de animais

O presente estudo foi submetido & Comissdo de Etica para o Uso de Animais em
Experimentacdo da Ourofino Satide Animal Ltda e foi aprovado sob o certificado de nimero
084/2021 (Anexo I). Todos os procedimentos envolvendo a manipulacdo e avaliacao de animais
foram executados pelo Médico Veterindrio responsavel pela conducio do experimento, Osmar

Dias Ferraz Junior (CRMV/SP 48038).

4.2 Local e periodo de realizaciao do estudo

O experimento foi conduzido no Biotério da empresa Ourofino Saide Animal,
localizado no Centro de Pesquisa Veterinaria (CPV) na cidade de Guatapard — SP, com inicio

no dia 04 de agosto de 2021 e duracao de 28 dias.

4.3 Origem e destino dos animais

Os animais utilizados foram provenientes do fornecedor Anilab, que fica localizado na
cidade de Paulinia — SP. Ap6s o término do estudo, os animais foram eutanasiados seguindo as
Diretrizes de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal

(CONCEA) e as carcagas autoclavadas e posteriormente enviadas para incineragao.

4.4 Ambiente e manejo dos animais

Para o presente estudo foram utilizadas 80 ratas (Rattus norvegicus), higidas, padrao
sanitdrio convencional da linhagem Wistar, com 24 dias de vida, de acordo com a Pharmacopeia
Europeia (2013). Foram selecionados somente animais sadios e em bom estado nutricional e
sanitdrio. A diferenca de peso entre os animais foi de no maximo 10g.

Durante toda a etapa experimental, as ratas foram mantidas no CPAL (Centro de
Pesquisa com Animais de Laboratdrio), com temperatura controlada de 20 a 26 °C e umidade
relativa do ar de 30 a 70%, de acordo com a RN 15, de 16 de dezembro de 2013. O controle de
temperatura e umidade, bem como das trocas de ar foi realizado a partir de sistema de HVAC

(Heating, Ventilation and Air Conditioning). As ratas foram abrigadas em sistema IVC (Intra
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Ventilated Cages), dotados de mini-isoladores medindo 316 x 215 x 207 mm, contendo cama
de flocos de pinus, respeitando a quantidade de 05 animais por caixa.

O fornecimento de dgua e racdo especifica foi ad libitum durante o estudo. A
iluminagdo da sala foi como o ciclo circadiano de 12 horas de claro (inicio as 06h00 min) e 12
horas de escuro (inicio as 18h00 min), sendo o fotoperiodo controlado por sistema
automatizado. Em momentos pré-definidos, os animais foram devidamente contidos para

realizag¢do da inoculag¢ao e demais procedimentos propostos.

4.5 Preparo e diluicao das amostras

Para a padronizagdo da técnica de ELISA para detec¢do de anticorpos anti-eCG em ratas
optou-se pela utilizagdo de um padrio internacional PMSG de poténcia bioldgica conhecida, que é
rotineiramente utilizado nos testes de poténcia para o controle de qualidade e liberacdo de lotes
comerciais do formulado SincroeCG® da Ourofino Satide Animal.

O padriao internacional utilizado foi uma amostra do produto Padrao PMSG Lote NZY -
02, fabricado na regido francesa de NRA — Centre Val de Loire, fornecido a Ourofino pelo professor
Yves Combarnous. O produto possuia data de fabrica¢do de julho/2020 e validade de 10 anos. A
formulacdo tem como forma de apresentacdo liofilizada e concentracdo de 2000 UI/mL e foi
mantida sob refrigeraciio na temperatura de 2 a 8'C como recomendacio do fabricante.

Como se tratava de um produto liofilizado o primeiro passo foi a ressuspesdo do
composto liofilizado. Para isso foi utilizada a solu¢do salina (NaCl 0,9%) contendo BSA na
concentracdo de 1 mg/mL. Para o grupo controle foi utilizado a solucao diluente (salina com
BSA).

As concentracdes finais obtidas foram 11,57 Ul/mL; 17,34 Ul/mL e 26 Ul/mL. Para
chegar a estas concentragdes a partir da eCG liofilizada 2000 U, se iniciou o processo utilizando
77 mL da solugdo diluente; desta forma, 2000 UI/77 mL foi obtida a primeira concentracao do
produto de 26 Ul/mL e foi reservado 15 mL desta solu¢do. A partir dos 62 mL restantes foram
retirados 10 mL e foi acrescentado mais 5 mL da solucdo diluente, obtendo assim, 15 mL da segunda
concentracdo 17,34 Ul/mL. Por tltimo foram retirados 6,68 mL dos 52 mL restantes da primeira
solucdo e acrescentou-se 8,32 mL de solucdo diluente, obtendo-se assim 15 mL da terceira

concentracdo 11,57 Ul/mL, como demonstrado na figura 1.
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Figura 1 - Representagdo esquemadtica da dilui¢do do padrdo internacional PMSG no ensaio
experimental para obten¢do das concentragdes finais de 11,57 Ul/mL, 17,34 Ul/mL e 26 Ul/mL

Solucao Add 10 mL de Add 6,68 mL
estoque solucao de solucao
estoque estoque
26 Ul/mL ,
- PMSG Add 5 mL Add 8.32 mL
de solucao de solucao
salina salina
17,34 UI/mL 11,57 UI/mL -
PMSG PMSG

Fonte: autoria prépria (2022)

4.6 Delineamento experimental

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em 4 tratamentos, sendo 3 que
receberam a inoculagdo do formulado avaliado e 1 controle; cada um dos grupos foi ainda
dividido em 2 subgrupos, totalizando 8 subgrupos experimentais com 10 animais em cada.

Os animais receberam as concentracdes de eCG descritas anteriormente divididas em
6 aplicacdes de 0,2 mL por via subcutdnea nos momentos TOh, T18h, T21h, T24h, T42h e T48h,
conforme quadro 1. Metade dos animais de cada um dos grupos (subgrupos 1A, 1C, 1E e 2A),
fol eutanasiada 72h apés a ultima inoculacdo (D5) e compuseram os tratamentos 1A, 1C, 1E e
2A. Previamente a eutandsia foi realizada a pesagem dos animais e colheita de sangue e,
posteriormente, necropsia com a retirada e pesagem dos ovarios. A outra metade dos animais,
compuseram os tratamentos 1B, 1D, 1F e 2B e foi submetida aos mesmos procedimentos de

pesagem e colheita de sangue previamente a eutandsia € necropsia com retirada dos ovarios,

porém, no momento D28.
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Quadro 1- Organizacdo dos grupos de ensaio.

Momento o
N° de
Momento para sieretas
Grupo | Subgrupo | Produto para Colheita | - Colheita Concentracao / Quant'ldac.le
de sangue de sangue de animais
. A volume
intermediaria final e .
g aplicado
ovarios
1A - D5 11,57 Ul/mL | 6 x 0,2mL 10
1B Padrio D21 D28 11,57 Ul/mL | 6 x 0,2mL 10
{ 1C PMSG - D5 17,34 Ul/mL | 6 x 0,2mL 10
1D “NZY D21 D28 17,34 Ul/mL | 6 x 0,2mL 10
1E 027 - D5 26 U/mL | 6x0,2mL 10
1F D21 D28 26 Ul/mL 6 x 0,2mL 10
oa | Solucdo : D5 N.A. 6 x 0,2mL 10
salina
2 com
2B Img/mL D21 D28 N.A. 6 x 0,2mL 10
BSA.

* UI: Unidades internacionais; NA: Nao se aplica; PMSG:

Os produtos foram administrados pela via subcutanea (SC), atrds da cabe¢a do animal,
com a agulha paralela ao corpo, conforme ilustrado na figura 2. Para realizar as inoculacdes de
0,2 mL, a seringa de 1 mL foi preenchida com 0,6 mL da dilui¢do correspondente, o que foi

suficiente para a inoculacdo de 3 animais por seringa.

Figura 2 - Inoculagdo subcutinea de padrdo internacional PMSG ou solu¢do salina realizada
em ratas

Fonte: Acervo Ourofino Saude Animal.

Para todos os grupos, a inoculagao foi de 0,2 mL por animal por aplicagdo nos tempos
TOh, T18h, T21h, T24h, T42h e T48h. Parte dos grupos (1A, 1C, 1E, 2A) permaneceu em
repouso por 72 horas apos a ultima inocula¢ao e, no momento DS, foi realizada a pesagem dos

animais, anestesia e colheita de sangue, eutandsia e necropsia com a retirada e pesagem dos
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ovdarios. A outra metade dos grupos experimentais (1B, 1D, 1F, 2B) foi submetidas aos mesmos
procedimentos de anestesia, colheita de sangue, eutanésia e necropsia com retirada dos ovérios,

porém, no momento D28. Esses animais ainda foram submetidos a colheita de sangue em D21.

4.7 Protocolo anestésico e analgésico

Os animais foram submetidos a analgesia por meio do uso de morfina, por via
subcutanea, 30 minutos antes do inicio do procedimento de colheita de sangue. Para tanto, os
animais foram anestesiados por via inalatéria com Isoflurano (5% para inducdo e 3% para

manutencao).

4.8 Meétodo de eutanasia

Os animais foram eutanasiados por sobredose de Cetamina (300mg/Kg) e Xilazina

(30mg/Kg), pela via intraperitoneal, conforme Diretrizes da Pritica de Eutandsia do CONCEA.

4.9 Colheita de material biolégico

Foram realizadas colheitas de aproximadamente 4 mL de sangue de cada animal antes
do procedimento de eutandsia por punc¢do cardiaca. Para a colheita de sangue intermedidria o
animal foi posicionado em decubito dorsal sobre a mao de um auxiliar que posicionou o animal
com a face voltada ao investigador. Utilizando uma agulha 13x0,45 acoplada a uma seringa de
1 mL, foi possivel puncionar a veia jugular de cada uma das ratas.

Para as colheitas finais de sangue as ratas foram posicionadas em decubito lateral com
a face esquerda voltada para o investigador. Em seguida, foi realizada a antissepsia da regido
com dalcool 70% e uma agulha 25x8 acoplada a uma seringa de 5 mL, que foi introduzida entre
os espacos intercostais (Figura 3). Em seguida, o animal foi submetido a eutandsia seguindo as

diretrizes da Pratica de Eutanasia do CONCEA.
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Figura 3 - Localizacdo do coracdo para a realizagdo de pung¢do intracardiaca

Fonte: Hoff, J. Methods of blood collection in the mouse.

4.10 Processamento e armazenamento das amostras

As amostras de sangue foram mantidas sob refrigeracdo em temperatura entre 02 e 08
°C, por aproximadamente duas horas, para retracio do codgulo. Posteriormente, foram
submetidas a centrifugacdo a 1872 xg por 10 minutos. O soro obtido de cada amostra foi
armazenado em microtubos plasticos de 2 mL, em temperatura de -20 °C. O soro foi entdo
encaminhado, sob condi¢des de refrigeracao, para o Laboratério de Controle de Qualidade da
Ourofino Saude Animal Ltda, onde foram realizados os testes de padronizacao ELISA.

Durante a necropsia, os ovéarios foram cuidadosamente removidos, retirando a gordura
e membranas, assim como os ovidutos. Para separar a gordura, os ovarios foram rolados em
papel filtro, para que a mesma ficasse aderida e entdo pudesse ser removida, coforme a figura
4. Em seguida, os ovérios foram pesados de forma conjunta (ovério direito e ovario esquerdo)

em balanca de precisdo sobre uma placa de Petri.
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Figura 4 - Ovdrios de ratas retirados no momento D5 que foram inoculadas de forma subcutinea
com padrdo internacional PMSG ou solug¢do salina

Fonte: autoria prépria (2021)

As 120 amostras de soro foram divididas em grupos de 10 amostras, de acordo com o
grupo experimental informado no quadro 1. A cada grupo foi feito pool com as 10 amostras
disponiveis de acordo com o momento de colheita de cada grupo (D5, D21 e/ou D28). Todos
0s pools foram testados em quadriplicata por ELISA em todas as dilui¢des partindo da diluicao
de 1/100 e dividindo na base 2 até a diluicao de 1/6400.

A média dos valores de absorbancia das amostras negativas adicionada de duas vezes
o desvio padrao dessas amostras foi utilizada para determinar o cut off (ponto de corte), o desvio
padrdo - SD (standard deviation) que foi utilizado na férmula garante a seguranga do resultado

(CROWTHER, 1995). Desta forma, o cut off foi determinado como = XDO + 2x SD (95,0% de
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confianca), sendo XDO a média da Densidade Optica e o SD. Todas as amostras que
apresentaram uma DOu492nm superior ao cut off foram consideradas positivas para a produ¢do
de anticorpos anti-eCG.

O teste de poténcia da gonadotrofina sérica equina corresponde a um modelo de dose-
resposta de linhas paralelas, conforme descrito na Pharmacopeia Europeia.

Ap6s do registro dos pesos dos ovarios planilha excel, calculou-se a Média e CV%
dos pesos para cada concentracdo de cada grupo do estudo. O CV% deve ser preferivelmente
inferior a 25%, este valor foi considerado devido ao teste padronizado pela empresa Ourofino

Sauide Animal.

4.11 ELISA indireto para diagndstico sorolégico

No primeiro dia foi realizado o coaching overnight (sensibilizacdo durante a noite) de
microplacas de 96 pogos (Nunc Immuno 96 MicroWell™ Plates MaxiSorp™) com 100uL/poco da
solu¢do de sensibilizacdo, para esta solucdo, foi realizada a diluicdo de 254,9ng do Padrdo
internacional PMSG NZY-02 em 100mL de solu¢@o tampao PBS (pH 7,2).

No segundo dia foram preparadas trés solugdes principais, a solucao de lavagem PBS-
T 0,05% (800 mL de solu¢do tampao PBS mais 400 pL de solu¢do Tween 20%), a solugdo
solucdo de bloqueio PBS-Leite 5% (80 mL da solu¢do de lavagem PBS-T 0,05% mais 4 g de
leite em po integral) e a solucdo de diluicdo PBS-Leite 1% (10 mL da solucdo de bloqueio PBS-
Leite 5% mais 50 mL da solucao de lavagem PBS-T 0,05%).

As microplacas que passaram pelo coaching overnight foram entdo lavadas com 250
pL/poco da solucdo de lavagem por trés vezes. Apds esse processo elas foram bloqueadas com
200 uL/poco da solugdo de bloqueio por uma hora em temperatura ambiente e em seguida foi
realizada novamente a lavagem com 250 puL/poco da solucdo de lavagem por trés vezes. Foi
feito um pool com o soro obtido dos animais para cada grupo experimental e em cada diferente
momento de coleta (D5, D21 e D28).

As microplacas foram divididas no sentido de linhas verticais em trés grupos de 32
pocos, um para cada momento de coleta (D5, D21 e D28) e cada um desses grupos em quatro
subgrupos também no sentido vertical de oito po¢os cada um, cada subgrupo representando um
grupo experimental de acordo com as concentragdes de PMSG que foram inoculadas nas ratas
(11,57 Ul/mL, 17,34 Ul/mL, 26 Ul/mL e Grupo controle que recebeu apenas solucdo salina),

conforme a figura 5:
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Figura 5 — Diagrama de distribuicdo das concentracdes de 11,57 Ul/mL, 17,34 Ul/mL, 26
UlI/mL do padréo internacional PMSG e grupo controle nos momentos D5, D21 e D28 em placa
de 96 wells

DIAGRAMA PLACA ELISA
Momento D5 D21 D28
Diluicao 11,57 UI/mL|17,34 U/mL| 26 U/mL |Sol. Salina|11,57 U/mL|17,34 U/mL | 26 U/mL [Sol. Salina|11,57 U/mL[17,34 U/mL| 26 U/mL |Sol. Salina
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

I|OMMOoOIO|W(>

Fonte: autoria prépria (2022)

Foi colocado em cada pogo da placa, excluindo a primeira fileira horizontal de pocos,
100 pL de solugdo de dilui¢do por poco. Na primeira fileira horizontal da placa de acordo com
os grupos e subgrupos foram colocados 200 uL da dilui¢do de pools 1%. Foi realizada através
de pipetagem a passagem de 100 uL do soro de um poco para o outro no sentido vertical da
placa respeitando as divisOes feitas anteriormente. Obtendo assim as seguintes de dilui¢des:
1/200, 1/400, 1/800, 1/1600, 1/3200 e 1/6400 e foram descartados os 100 puL obtidos no
penultimo pogo, pois a ultima fileira horizontal foi considerada o Branco. Essa placa foi
incubada em temperatura ambiente por uma hora, apos esse periodo foi realizada a lavagem da
placa com a solucdo de lavagem por trés vezes.

O anticorpo conjugado Anti-Rat igG foi diluido em solu¢do de dilui¢do e foi entdao
adicionado na microplaca 100 uL/pogo na propor¢ao de 1% (990 puL de solugdo de dilui¢ao
PBS-Leite 1% mais 10 uL de pool de soro) e esta novamente incubada em temperatura ambiente
por uma hora. Foi realizada novamente a lavagem da placa com 250 puL/po¢o de solucdo de
lavagem por seis vezes. Foi entdao adcionado 100 pL/po¢o de substrato cromdgeno
(H202/TMB-Biolegend) e a placa foi incubada por 15 minutos em temperatura ambiente ao
abrigo da luz.

A reacao foi parada utilizando uma soluc¢ao stop (H2SO4 2N) 50 uL/pogo e em seguida
foi feita a leitura das placas em comprimento de ondas 492 nm utilizando uma leitora de ELISA

Multiskan EX Thermo.

4.11.1 Padronizacao do teste

A concentragdo 6tima do anticorpo conjugado (anti-IgG de ratos conjugado com

peroxidase produzido em ratos — Sigma) para a padronizacdo do teste foi determinada a partir
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dos testes realizados no laboratério do Controle de Qualidade de Bioldgicos da Ourofino —
CQBio e com base nos estudos de Mantovani (2010).

Inicialmente foi realizada a dilui¢do de 254,9 ng do Padrao internacional PMSG NZY -
02 em 100mL de solug¢do tampao PBS (pH 7,2), para a solu¢do de sensibiliza¢do. A microplaca
com 96 wells foi sensibilizada com 100 puL/poco da solu¢@o no primeiro dia para o coaching
overnight (sensibilizacdo durante a noite). A concentracao 6tima do anticorpo foi determinada
por meio de titulagao padrao.

Foi feito um pool com o soro obtido dos animais para cada grupo experimental e em
cada diferente momento de coleta (D5, D21 e D28). Estes pools de soro foram diluidos em
solucdo de dilui¢c@o na proporcao de 1% (990 uL de solucao de diluigao PBS-Leite 1% mais 10
pL de pool de soro). A concentracdo 6tima da diluicdo do pool de soro foi determinada por
meio de titulagdo padrao.

O soro foi adicionado a partir da diluicdo 1/100 até 1/6400, iniciando em todos os
pocos na linha A e sendo diluido na base 2, serialmente até a linha G e mantendo a linha H

como Branco, sem a presenca do soro, como demonstrado na figura 6:

Figura 6 - Distribuicao da diluicao de 1/100 até 1/6400 do soro dos animais e grupo controle
em placa de 96 wells

i i W | S {— . T {
A hE 1/100 Diluigio A
B ——2+ 1/200Diluiggo B
C ———— 1/400 Dilui¢do C
D 1/800 Diluicdo D
E 1/1600 Diluigdo E
F AN ) .~ ———* 1/3200Diluiggo F
G 2000000000 =N 1/6400 Diluigcdo G
H . | . ———— Branco

Fonte: autoria prépria (2022)

Foi determinado que, a concentracdo do anticorpo que apresentou maior interagao com
as dilui¢des do pool de soro foi determinada como a dilui¢do 6tima do anticorpo. O ensaio foi
realizado para localizar uma dilui¢do "6tima" do conjugado, na qual se observa o branco menor

que DO492nm 0.1.
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4.12 Analise estatistica

Os dados foram analisados através do programa IBM SPSS Statistics (Versao.
27.0.1.0). Para a andlise da concentragdo de anticorpos anti-eCG, foram utilizados os
procedimentos estatistico: ANOVA, Kruskal-Walls, Kolmogorov e Turkey.

O teste de normalidade (Kolmogorov) foi utilizado, e observou-se que apenas no
momento D28, em relacdo ao peso dos ovdrios havia distribuicdo normal, onde foi realizado o
teste ANOVA, para os resultados ndo paramétricos, foi realizado o teste estatistico Kruskal-
Walls. Nas andlises com distribui¢do normal, foi realizado o teste de Turkey, que utiliza a
andlise de variincia. Para constatar se hd ou ndo diferenca significativa nas amostras, foi
realizado também o teste de intervalo de confianca para duas amostras independentes.

Para a descricao dos resultados, foi calculado a média e o desvio padrdo dos dados
obtidos. Além disso, para o calculo do peso dos ovarios, também foi estimado o coeficiente de
variacdo que foi calculado com a seguinte férumula em Excel: =(D.P./Média) x 100. As

probabilidades de P < 0.05 foram consideradas como significativas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Padronizacao do teste ELISA

Para o ensaio inicial, foi feito um pool com o soro obtido dos animais para cada grupo
experimental do momento de coleta D21. E foi entdo realizada a dilui¢do desses soros em solugdo
de dilui¢do 1/100. O anticorpo Anti-Rat IgG foi diluido na propor¢cdo de 1/5000 em solugdo de
dilui¢@o de acordo com a técnica sugerida por Mantovani (2010). Paralelo a isso, foram feitas mais
duas placas: uma com o antigeno diluido 1/10000 e outra com o antigeno diluido 1/25000, como

demonstrado na tabela 1:

Tabela 1- Valores de absorbancia de anticorpos anti-eCG produzidos por ratas sacrificadas no
momento D35, que receberam as concentra¢des de eCG: 11,57 Ul/mL, 17,34 Ul/mL, 26 Ul/mL
e controle, com dilui¢des do anticorpo anti eCG de 1/5000, 1/10000 e 1/25000.

1/5000 1/10000 1/25000
Copomtinto sgga DO e e wem b
11,57 3,292572  0,2345562  3,257429  0,4487746  2,839571  0,6109167
17,34 3,375857  0,3223391 3,169714 0,445964 2,663571 0,7001969
26 3,413571  0,2919799  3,126429  0,2653337 2,845 0,5927287
0 1 0,751 0,449 0,363 0,234714 0,160089

Porém, nestas condi¢des ndo foi possivel encontrar a dilui¢do "6tima" do conjugado, onde
se observa o branco menor que D.0.450 nm com correcdo de 620 nm, como pode ser observado na
tabela 1. Por este motivo, foram realizadas modificacdes experimentais, de acordo com a rotina de
testes ELISA do laboratério CQBio. Além disso, de acordo com o fabricante do conjugado antigeno
Anti-rat igG, a dilui¢do deve ser de pelo menos 1/50000, entdo seguiu-se para outra etapa de
padronizacao.

Na segunda etapa, foi realizado um pool com o soro obtido dos animais para cada grupo
experimental e em cada diferente momento de coleta (D5, D21 e D28). O antigeno Anti-Rat igG
foi diluido na proporcao de 1/50000. Paralelo a isso foram realizadas mais duas placas uma onde o
antigeno foi diluido nas propor¢des 1/75000 e outra 1/100000 em solucéo de dilui¢do. O resultado

pode ser observado na tabela 2:
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Tabela 2 - Ensaio de padronizagao de ELISA, com os valores de absorbancia de anticorpos anti-
eCG produzidos por ratas sacrificadas no momento D5, que receberam as concentracdes de
eCG: 11,57 Ul/mL, 17,34 Ul/mL, 26 UI/mL e controle, com dilui¢des do anticorpo anti eCG
de 1/50000, 1/75000 e 1/100000.

1/100000
D5 D21 D28
Concentracao ‘1 Desvio ‘1 Desvio - Desvio
(U/mL) Média Padréo Média Padréo Média Padréo
11,57 0,032 0,004386 0,347 0,346016 0,334 0,315570
17,34 0,034 0,005507 0,344 0,328391 0,312 0,290778
26 0,028 0,009370 0,38 0,350837 0,33 0,290663
0 0,034 0,005381 0,034 0,006914 0,034 0,006945
1/50000
D5 D21 D28
Concentracao 1 Desvio 1 Desvio L Desvio
(UI/mL) Média Padrio Média Padrio Média Padrao
11,57 0,077 0,007227 0,596 0,554461 0,55 0,535245
17,34 0,076 0,006938 0,573 0,524918 0,5 0,474329
26 0,074 0,011458 0,691 0,624229 0,608 0,566494
0 0,074 0,009268 0,081 0,015638 0,083 0,012556
1/75000
D5 D21 D28
Concentracao 1 Desvio (1 Desvio 1 Desvio
(UI/mL) Média Padrio Média Padrio Média Padrio
11,57 0,058 0,00650 0,436 0,42644 0,39 0,36831
17,34 0,056 0,00670 0,422 0,41263 0,346 0,33678
26 0,058 0,01294 0,479 0,45388 0,428 0,39543
0 0,057 0,00976 0,065 0,01924 0,064 0,01125

Utilizando essa nova técnica foi possivel observar titulacdo de anticorpos quando se diluiu
o conjugado na dilui¢do 1/75000; porém, o destaca-se o resultado obtido na placa com a dilui¢io
de 1/100000, que apresentada maior indice de dilui¢do, e dados acima de D.O.420nm em 0.2, e por
este motivo a diluicdo de 1/100000 foi selecionada no processo de padronizacdo desta técnica com
essa dilui¢do do conjugado.

Depois disso para confirmar os resultados obtidos na tabela 2, foi realizado o mesmo teste
em quadriplicata e os resultados foram acima de D.O.s9nm 0.2 em todas as placas, conforme

demonstrado na tabela 3:
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Tabela 3 - Ensaio de confirmacdo da padroniza¢do de ELISA, com os valores de absorbancia
de anticorpos anti-eCG produzidos por ratas, que receberam as concentracdes de eCG: 11,57
Ul/mL, 17,34 Ul/mL, 26 UI/mL e controle, com dilui¢des do anticorpo anti eCG selecionada
de 1/100000.

DS 1/100000
0 UI/mL 11,57 UI/mL 17,34 UI/mL 26 UI/mL
Diluicao Média DP Média DP Média DP Média DP
1/100 0,067 0,003 0,065 0,004 0,06 0,005 0,067 0,01
1/200 0,057 0,004 0,057 0,002 0,048 0,004 0,05 0,004
1/400 0,048 0,004 0,05 0,005 0,047 0,005 0,047 0,003
1/800 0,047 0,002 0,048 0,004 0,046 0,003 0,045 0,004
1/1600 0,044 0,002 0,047 0,003 0,043 0,005 0,043 0,003
1/3200 0,045 0,003 0,048 0,003 0,047 0,002 0,045 0,022
1/6400 0,044 0,003 0,048 0,003 0,047 0,003 0,045 0,004

D21 1/100000

0 UI/mL 11,57 UI/mL 17,34 UI/mL 26 UI/mL
Diluicao Média DP Média DP Média DP Média DP
1/100 0,082 0,009 1,106 0,074 1,063 0,074 1,155 0,087
1/200 0,064 0,01 0,66 0,039 0,642 0,031 0,739 0,036
1/400 0,051 0,006 0,388 0,022 0,389 0,026 0,467 0,024
1/800 0,048 0,005 0,252 0,011 0,243 0,014 0,291 0,013
1/1600 0,041 0,004 0,151 0,007 0,139 0,004 0,169 0,004
1/3200 0,045 0,004 0,101 0,005 0,098 0,002 0,111 0,002
1/6400 0,044 0,004 0,076 0,002 0,073 0,002 0,078 0,004

D28 1/100000

0 UI/mL 11,57 UI/mL 17,34 UI/mL 26 UI/mL

Diluicao Média DP Média DP Média DP Média DP
1/100 0,074 0,006 1,004 0,04 0,856 0,072 1,028 0,074
1/200 0,064 0,01 0,602 0,031 0,513 0,031 0,641 0,032
1/400 0,054 0,018 0,366 0,018 0,304 0,016 0,406 0,026

1/800 0,054 0,004 0,23 0,01 0,196 0,008 0,258 0,01
1/1600 0,047 0,004 0,138 0,005 0,144 0,006 0,158 0,007
1/3200 0,049 0,004 0,092 0,004 0,085 0,005 0,106 0,006
1/6400 0,047 0,003 0,072 0,004 0,064 0,005 0,079 0,004

5.2 Analise do peso dos animais tratados

Ap6s realizadas as andlises da padronizacdo de ELISA, foram analisados os seguintes

resultados quanto ao peso dos animais no momento D5, apresentados no gréfico 1.
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Grafico 1 - Média e desvio padrdo dos peso (g) no momento D5 de 40 ratas heterogéneas
inoculadas com padrdo internacional PMSG nas concentragdes 11,57 Ul/mL, 17,34 Ul/mL, 26
UI/mL e grupo controle, que foram medidos no inicio do estudo antes da inoculacdo (Peso
Inicial), e ao final do estudo antes da eutandsia (Peso Final e Peso dos Ovarios). *p < 0.05.

Houve aumento de peso corporal dos animais em todos os grupos, o que é esperado,
visto que os animais apresentam rdpido ganho de peso na idade na qual se encontravam.
Segundo dados da literatura, ratos fémeas da espécie Rattus norvegicus, da linhagem Wistar,
apresentam aproximadamente 60 gramas com 24 dias e 80 gramas com 29 dias (DE FARIA;
STABILLE, 2007). Os resultados demonstram que os animais obtiveram ganho de peso de
acordo com os dados da literatura.

E importante ressaltar que os animais que receberam as doses 17,34 UI/mL e 26 Ul/mL
apresentaram redu¢do no peso final, quando comparado ao grupo controle, mesmo com o
aumento do peso do ovario. Nao foi possivel localizar dados na literatura que confirmem e/ou
indiquem por qual motivo os animais apresentam peso menor quando comparado ao grupo
controle e em relacdo aos outros grupos quando tratados com eCG.

Além disso, ha uma diferenca siginificativa (p < 0,05) em relacdo ao peso dos ovéarios
entre os grupos controle, e inoculados com as concentragdes 11,57 Ul/mL, 17,34 Ul/mL e 26
UI/mL. Ha ainda, diminui¢do significativa quando comparados os grupos de concentragdo
11,57 Ul/mL (0,095 g) e 17,34 UI/mL (0,129 g), hd uma redugdo de 37% no peso dos animais.
Esse resultado também € observado quando comparados os grupos 17,34 Ul/mL (0,129 g) e 26
UI/mL (0,250 g), em que ha uma reducao de 49% do peso.

Esse dado indica que pode haver uma relacdo com as alteracdes morfoldgicas frente
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ao tratamento com eCG sérico. Este aumento da massa ovariana observado no presente estudo
€ corroborada pelos dados obtidos por Cole e Harte (1930). Um estudo publicado por Jurczak
e colaboradores (2016) observaram em seu trabalho que hd um aumento no nimero de corpos
luteos e foliculos; além disso, Rizzo e colaboradores (2009) discutiram que o crescimento
folicular induzido por eCG inclui o maior recrutamento de pequenos foliculos e aumento da
taxa de crescimento, e aumento de peso dos ovdrios (MELLO et al., 2014).

Nos grupos experimentais 1B, 1D, 1F e 2B também foram analisados os pesos inicial
e final dos animais e peso dos ovdrios. Apds as andlises, foram obtidos os seguintes resultados

quanto ao peso dos animais no momento D28 (grafico 2):
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Grifico 2 - Média e desvio padrdo dos peso (g) no momento D28 de 40 ratas heterogéneas
inoculadas com padrdo internacional PMSG nas concentragdes 11,57 Ul/mL, 17,34 Ul/mL, 26
UI/mL e Controle, que foram medidos no inicio do estudo antes da inoculagdo (Peso Inicial), e
ao final do estudo antes da eutandsia (Peso Final e Peso dos Ovdrios). *p < 0.05.

Novamente, observa-se o aumento do peso dos animais quando comparado os pesos
inicial e final, mas diferente do apresentado no grafico 1, ndo hd diferenca significativa no peso
final dos animais quando comparados ao grupo controle. Isso pode estar associado com o tempo
de tratamento, que pode levar ao tempo estimado para a resposta imunoldgica do animal,
discutido por Swanson e colaboradores (1996).

Existe o aumento do peso dos ovarios nos grupos 17,34 Ul/mL e 26 Ul/mL, quando
comparados ao grupo controle, e esses dados s@o corroborados por Cole e Harte (1930), Jurczak

e colaboradores (2016) e Rizzo e colaboradores (2009), que indicam que o aumento do niimero
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de corpos luteis, foliculos e crescimento folicular, levam ao aumento de massa ovariana.

Para ser possivel comparar e condensar as informacdes dicutidas anteriormente, o
pesos dos ovarios nos momentos D5 e D28, para as diferentes doses, foi realizada uma nova
plotagem dos dados, com o peso inicial e peso final dos ovérios, que pode ser observado no

gréfico 3:
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Griafico 3 - Média e desvio padrdao dos pesos (g) dos ovérios nos momentos D5 e D28 de 80
ratas heterogéneas inoculadas com padrdo internacional PMSG nas concentragdes 11,57
UI/mL, 17,34 UI/mL, 26 UI/mL e Controle.

O crescimento folicular é uma desenvolvido de forma natural na fisiologia ovariana,
em que € observado de forma continua e ininterrupta durante todas as fases do ciclo estral. As
ratas apresentam durante o seu ciclo estral, que dura 4 dias, a produ¢do média de 7 a 10 odcitos,
e quando hd a a estimulacdo de um hormodnio exdégeno, pode haver aumento na ovulacdo do
animal (KOSTYK et al., 1978) e aumento na incidéncia de odcitos (LEHTONEN;
KANKONDI, 1987). Além disso, a longa meia-vida do eCG estd associada com a producao de
estrogénio em quantidade e periodo maior de tempo (WALTON; ARMSTRONG, 1981).

No grafico 3, € possivel observar que o grupo controle D28 (gréafico 2), ja possui um
crescimento elevado, e os grupos inoculados com as diferentes doses apresentam uma queda no
peso do ovario quando comparado ao grupo D5 (gréifico 1). Além disso, devemos levar em
conta a acdo endogena dos hormoénios das ratas, que ja estdo em periodo de puberdade
(COMBARNOUS et al., 2019). Ou seja, por este motivo, ndo € possivel relacionar o tratamento

com o peso dos ovarios no momento D28.
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Grifico 4 - Valores de absorbancia de anticorpos anti-eCG produzidos por ratas que receberam
as concentragdes de eCG: Controle (azul), 11,57 Ul/mL (vermelho), 17,34 Ul/mL (amarelo) e
26 Ul/mL (verde), com dilui¢cdes variadas de 1/100 — 1/6400 e grupo controle. Amostras de
sangue coletadas em D5 (A), D21 (B) e D28 (C).

A baixa concentragdo de anticorpos anti-eCG no momento D5 (grafico 1) pode se dar
ao fato do animal ser estimulado durante 48h (TOh, T18h, T21h, T24h, T42h e T48h), e com
isso, apresentado um elevado grau de ovulacio, que pode estar associado com a redugdo de
eCG sérico disponivel nos animais, (RIZZO et al., 2009). Porém, ndo foi mensurado nesse
trabalho a quantidade de eCG sérico disponivel. Outra teoria e a mais aceita € que essa falta de
resposta no momento D35 esteja diretamente ligado a resposta imune das ratas, isso significa que
nao houve tempo suficiente para tenha gerado uma resposta imunolégica, como jé foi discutido

por Swanson e colaboradores (1996).
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Apo6s as andlises dos pesos dos animais, foi realizado o cdlculo do coeficiente de
variacdo (CV%) para o peso dos ovdrios nas diferentes doses para os momentos D5 (subgrupos
1A, 1C, 1E, 2A) e D28 (subgrupos 1B, 1D, 1F e 2B). Foi realizado o teste de poténcia para
avaliar a atividade biolégica da molécula eCG, e assim inferir se hd diferenca no peso dos
animais quando tratados ou ndo com eCG. O coeficiente de variacdo € uma medida que expressa

a variagdo dos dados em relagdo a média e desvio padrdo, apresentados nas tabelas 4 e 5:

Tabela 4 - Célculo do coeficiente de variacao e pesagem do grupo D5.

Média Peso CV % Peso
~ L. D.P. Peso dos ..
Produto Subgrupo Concentracdo  dos Ovarios L. dos Ovarios
Ovarios (g)
(2 (8)
1A 11,57 0,095 0,012 0,012
Padrao PMSG
“NZY 027 1C 17,34 0,129 0,018 13,84
1E 26 0,251 0,061 24,27
Sol. Salina 2A NA 0,038 0,002 6,44

Tabela 5 - Célculo do coeficiente de variacao e pesagem do grupo D28.

Média Peso CV% Peso
~ P D.P. Peso dos .
Produto Subgrupo Concentracdo dos Ovarios L. dos Ovarios
Ovarios (g)
(8 (8)
1B 11,57 0,08 0,015 19,03
Padrao PMSG
“NZY 027 1D 17,34 0,086 0,017 19,7
IF 26 0,094 0,014 15,24
Sol. Salina 2B NA 0,067 0,013 20

O coeficiente de variagao (CV%) para as diferentes concentracdes de Padrao PMSG
variou entre os seguintes valores no momento D5: Concentracao 11,57 Ul/mL: 12,55; 17,34
Ul/mL: 13,84; 26 Ul/mL: 24,27 e Controle: 6,44. J4 para o momento D28, o resultado obtido
foi: 11,57 Ul/mL: 19,03; 17,34 UI/mL 19,70; 26 Ul/mL: 15,24 e Controle: 20,00.

Nota-se que no momento D5, o grupo controle apresenta metade do valor de CV%
quando comparado aos grupos 11,57 Ul/mL e 17,34 Ul/mL, e esse valor dobra no grupo 26
UI/mL. J4 no momento D28, ndo € observada essa diferenca significativa entre os grupos, e
apenas o grupo da concentracdo de 26 Ul/mL, apresenta reducdo. Esse dado novamente
corrobora com o fato de que ha acdo endégenas dos hormonios sexuais nas ratas que atingiram
a puberdade. Esse fato € nitido quando se compara os pesos dos ovarios do grupo controle nos

momentos D5 e D28, pois, mesmo sem receber nenhuma dose do hormoénio, no momento D28
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existe crescimento ovariano nas ratas.

5.3 Analise do teste ELISA padronizado

Ap6s a padronizagao do teste de ELISA, foi realizada a andlise de absorbancia de
anticorpos anti-eCG produzidos por ratas nos momentos D5, D21 e D28 nas diluicdes de 1/100,
1/200, 1/400, 1/800 e 1/1600. Nas tabelas de 6, 7 e 8, estdo plotados os dados das comparacdes
multiplas nos momentos D5, D21 e D28. Na tabela 9 foi realizada a comparacao multipla entre
os grupos D21 e D28, em que hd a o célculo da difrenca média entre as amostras, além do
intervalo de confianca para duas amostras independentes, importantes para analisar se ha
diferenca significativa entre as amostras. Por fim, no gréifico 5, todos os dados foram plotados

para demonstrar os achados mais importantes das analises.
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Tabela 6 — Comparacdes multiplas do momento DS. Valores de absorbancia (proporcional a
quantidade de anticorpos anti-eCQG) nas diferentes concentragdes: controle, 11,57 Ul/mL, 17,34

Ul/mL e 26 Ul/mL.
Comparacdes Miiltiplas - Momento D5

Variavel (I) Trat. (J) Trat. Dif. média (I-J) 95% CI dif. Sig.?
0 UI/mL 11,57 Ul/mL 0,002 -0,07543 a 0,07943 Niao
0 UI/mL 17,34 UI/mL 0,007 -0,07043 a 0,08443 Nio
TIT100D5 0 UI/mL 26 Ul/mL 0 -0,07743 a 0,07743 Ne:lo
11,57 U/mL 17,34 Ul/mL 0,005 -0,07243 a 0,08243 Niao
11,57 UI/mL 26 UI/mL -0,002 -0,07943 a 0,07543 Nio
17,34 Ul/mL 26 Ul/mL -0,007 -0,08443 a 0,07043 Niao
Variavel (I) Trat. (J) Trat. Dif. média (I-J) 95% CI dif. Sig.?
0 UI/mL 11,57 UI/mL 0 -0,07743 a 0,07743 Nio
0 UI/mL 17,34 Ul/mL 0,009 -0,06843 a 0,08643 Nio
0 UI/mL 26 UI/mL 0,007 -0,07043 a 0,08443 Nio

TIT200D5 —
11,57 U/mL 17,34 Ul/mL 0,009 -0,06843 a 0,08643 Nio
11,57 UI/mL 26 UI/mL 0,007 -0,07043 a 0,08443 Nio
17,34 Ul/mL 26 Ul/mL -0,002 -0,07943 a 0,07543 Nio
Variavel (I) Trat. (J) Trat. Dif. média (I-J) 95% CI dif. Sig.?
0 UI/mL 11,57 UI/mL -0,002 -0,07943 a 0,07543 Nio
0 UI/mL 17,34 Ul/mL 0,001 -0,07643 a 0,07843 Nio
TIT400D5 0 UI/mL 26 UI/mL 0,001 -0,07643 a 0,07843 Ne:lo
11,57 U/mL 17,34 Ul/mL 0,003 -0,07443 a 0,08043 Nio
11,57 Ul/mL 26 Ul/mL 0,003 -0,07443 a 0,08043 Nio
17,34 UI/mL 26 Ul/mL 0 -0,07743 a 0,07743 Nio
Variavel (I Trat. (J) Trat. Dif. média (I-]) 95% CI dif. Sig.?
0 UI/mL 11,57 UI/mL -0,001 -0,07843 a 0,07643 Nio
0 UI/mL 17,34 UI/mL 0,001 -0,07643 a 0,07843 Nio
TITS00D5 0 UI/mL 26 Ul/mL 0,002 -0,07543 a 0,07943 Nz:lo
11,57 UI/mL 17,34 UI/mL 0,002 -0,07543 a 0,07943 Nio
11,57 UI/mL 26 Ul/mL 0,003 -0,07443 a 0,08043 Nio
17,34 UI/mL 26 Ul/mL 0,001 -0,07643 a 0,07843 Nio
Variavel (I Trat. (J) Trat. Dif. média (I-]) 95% CI dif. Sig.?
0 UI/mL 11,57 UI/mL -0,003 -0,08043 a 0,07443 Nio
0 UI/mL 17,34 Ul/mL 0,001 -0,07643 a 0,07843 Nio
0 UI/mL 26 Ul/mL 0,001 -0,07643 a 0,07843 Niao
TIT1600DS 11,57 U/mL 17,34 Ul/mL 0,004 -0,07343 a 0,08143 Nio
11,57 Ul/mL 26 Ul/mL 0,004 -0,07343 a 0,08143 Niao
17,34 UI/mL 26 Ul/mL 0 -0,07743 a 0,07743 Nio
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Tabela 7 — Comparagdes multiplas do momento D21. Valores de absorbancia (proporcional a
quantidade de anticorpos anti-eCQG) nas diferentes concentragdes: controle, 11,57 Ul/mL, 17,34
Ul/mL e 26 Ul/mL.

Comparacdes Miiltiplas - Momento D21

Variavel (I) Trat. (J) Trat. Dif. média (I-J) 95% CI dif. Sig.?
0 UI/mL 11,57 Ul/mL -1,024 -1,101 a -0,9466 Sim

0 UI/mL 17,34 Ul/mL -0,981 -1,058 a -0,9036 Sim

0 UI/mL 26 UI/mL -1,073 -1,150 a -0,9956 Sim

TIT100D21 11,57 U/mL 17,34 Ul/mL 0,043 -0,03443 a 0,120 Nio
11,57 Ul/mL 26 UI/mL -0,049 -0,1264 a 0,0284 Nio

17,34 Ul/mL 26 UI/mL -0,092 -0,1694 a -0,0145 Sim

Variavel (I) Trat. (J) Trat. Dif. média (I-]) 95% CI dif. Sig.?
0 Ul/mL 11,57 Ul/mL -0,596 -0,6734 a -0,5186 Sim

0 UI/mL 17,34 UI/mL -0,578 -0,6554 a -0,5006 Sim

TIT200D21 0 Ul/mL 26 Ul/mL -0,675 -0,7524 a -0,5976 Sim
11,57 U/mL 17,34 Ul/mL 0,018 -0,05943 a 0,095 Nio

11,57 Ul/mL 26 Ul/mL -0,079 -0,1564 a -0,0015 Sim

17,34 UI/mL 26 UI/mL -0,097 -0,1744 a -0,0195 Sim

Variavel (I) Trat. (J) Trat. Dif. média (I-J) 95% CI dif. Sig.?
0 Ul/mL 11,57 Ul/mL -0,337 -0,4144 a -0,2596 Sim

0 UI/mL 17,34 UI/mL -0,338 -0,4154 a -0,2606 Sim

0 Ul/mL 26 Ul/mL -0,416 -0,4934 a -0,3386 Sim

TIT400D21 11,57 U/mL 17,34 Ul/mL -0,001 -0,0784 a 0,0764 Nio
11,57 Ul/mL 26 UI/mL -0,079 -0,156 a -0,00157 Sim

17,34 Ul/mL 26 Ul/mL -0,078 -0,1554 a -0,0005 Sim

Variavel (I Trat. (J) Trat. Dif. média (I-]) 95% CI dif. Sig.?
0 Ul/mL 11,57 Ul/mL -0,204 -0,2814 a -0,1266 Sim

0 Ul/mL 17,34 Ul/mL -0,195 -0,2724 a -0,1176 Sim

TITS00D21 0 Ul/mL 26 Ul/mL -0,243 -0,3204 a -0,1656 Sim
11,57 U/mL 17,34 Ul/mL 0,009 -0,0684 a 0,0864 Nio

11,57 Ul/mL 26 Ul/mL -0,039 -0,1164 a 0,0384 Nao

17,34 UI/mL 26 UI/mL -0,048 -0,1254 a 0,0294 Nio

Variavel (I) Trat. (J) Trat. Dif. média (I-J) 95% CI dif. Sig.?
0 UI/mL 11,57 U/mL -0,11 -0,1874 a -0,0325 Sim

0 UI/mL 17,34 UI/mL -0,098 -0,1754 a -0,0205 Sim

0 UI/mL 26 UI/mL -0,128 -0,2054 a -0,0505 Sim

TIT1600D21 11,57 U/mL 17,34 Ul/mL 0,012 -0,0654 a 0,0894 Nio
11,57 UI/mL 26 UI/mL -0,018 -0,0954 a 0,0594 Nio

17,34 UI/mL 26 UI/mL -0,03 -0,1074 a 0,0474 Nio
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Tabela 8 — Comparagdes multiplas do momento D21. Valores de absorbancia (proporcional a
quantidade de anticorpos anti-eCQG) nas diferentes concentragdes: controle, 11,57 Ul/mL, 17,34
Ul/mL e 26 Ul/mL.

Comparacdes Miiltiplas - Momento D28

Variavel (I) Trat. (J) Trat. Dif. média (I-J) 95% CI dif. Sig.?
0 UI/mL 11,57 UI/mL -0,93 -1,007 a -0,8526 Sim
0 UI/mL 17,34 Ul/mL -0,782 -0,8594 a -0,7046 Sim
0 UI/mL 26 Ul/mL -0,954 -1,031 a -0,8766 Sim
TIT100D28 11,57 UI/mL 17,34 Ul/mL 0,148 0,07057 a 0,2254 Sim
11,57 UI/mL 26 Ul/mL -0,024 -0,1014 a 0,05343 Nio
17,34 UI/mL 26 Ul/mL -0,172 -0,2494 a -0,09457 Sim
Variavel (I) Trat. (J) Trat. Dif. média (I-J) 95% CI dif. Sig.?
0 UI/mL 11,57 UI/mL -0,543 -0,6204 a -0,4656 Sim
0 UI/mL 17,34 UI/mL -0,454 -0,5314 a -0,3766 Sim
TIT200D28 0 UI/mL 26 UI/mL -0,582 -0,6594 a -0,5046 Sim
11,57 UI/mL 17,34 UI/mL 0,089 0,01157 a 0,1664 Sim
11,57 UI/mL 26 UI/mL -0,039 -0,1164 a 0,03843 Nao
17,34 UI/mL 26 Ul/mL -0,128 -0,2054 a -0,05057 Sim
Variavel (I) Trat. (J) Trat. Dif. média (I-]) 95% CI dif. Sig.?
0 UI/mL 11,57 UI/mL -0,312 -0,3894 a -0,2346 Sim
0 UI/mL 17,34 UI/mL -0,25 -0,3274 a -0,1726 Sim
0 UI/mL 26 UI/mL -0,352 -0,4294 a -0,2746 Sim
TIT400D28 11,57 UI/mL 17,34 UI/mL 0,062 -0,01543 a 0,1394 Nio
11,57 UI/mL 26 Ul/mL -0,04 -0,1174 a2 0,03743 Nio
17,34 Ul/mL 26 UI/mL -0,102 -0,1794 a -0,02457 Sim
Variavel (I) Trat. (J) Trat. Dif. média (I-]) 95% CI dif. Sig.?
0 UI/mL 11,57 UI/mL -0,176 -0,2534 a -0,09857 Sim
0 UI/mL 17,34 UI/mL -0,142 -0,2194 a -0,06457 Sim
0 UI/mL 26 UI/mL -0,204 -0,2814 a -0,1266 Sim
TIT800D28 11,57 UI/mL 17,34 UI/mL 0,034 -0,04343a0,1114 Nao
11,57 UI/mL 26 Ul/mL -0,028 -0,1054 a 0,04943 Nio
17,34 Ul/mL 26 UI/mL -0,062 -0,1394 a 0,01543 Nao
Variavel (I Trat. (J) Trat. Dif. média (I-]) 95% CI dif. Sig.?
0 UI/mL 11,57 UI/mL -0,091 -0,1684 a -0,01357 Sim
0 U/mL 17,34 Ul/mL -0,097 -0,1744 a -0,01957 Sim
0 UI/mL 26 Ul/mL -0,111 -0,1884 a -0,03357 Sim

TIT1600D2 ’ ’ ’
600D28 11,57 UI/mL 17,34 UI/mL -0,006 -0,08343 a 0,07143 Nio
11,57 Ul/mL 26 Ul/mL -0,02 -0,09743 a 0,05743 Nio
17,34 Ul/mL 26 Ul/mL -0,014 -0,09143 a 0,06343 Nio
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Tabela 9 — Comparacdes multiplas dos momentos D21 e D28. Valores de absorbancia
(proporcional a quantidade de anticorpos anti-eCG) nas diferentes concentracdes: controle,
11,57 Ul/mL, 17,34 Ul/mL e 26 Ul/mL.

Comparacoes Multiplas - Momentos D21 e D28

Varigvel (I():(Elzcl (*Bsﬁs D‘fil‘f]‘;d‘a 95% CI dif. Sig.?
1:100 1:100 0,008 -0,1018 to 0,1178 Nio

) 1:200 1:200 0,005 -0,1048 to 0,1148 Nio
C"(‘)‘%’i‘/;r:‘fa" 1:400 1:400 -0,003 -0,1128 to 0,1068 Nio
1:800 1:800 20,006 -0,1158 to 0,1038 Nio

1:1600 1:1600 20,006 -0,1158 to 0,1038 Nio

Varidvel (2;?12: (Jc)(flis D‘fil‘f}‘;‘ha 95% CI dif. Sig.?
1:100 1:100 0,102 -0,007773 t0 0,2118  Nio

) 1:200 1:200 0,058 -0,05177t00,1678  Nio
Cl‘insc;"glr/“:ﬁi" 1:400 1:400 0,022 -0,08777 10 0,1318  Nio
’ 1:800 1:800 0,022 -0,08777t00,1318  Nio
1:1600 1:1600 0,013 -0,09677 t0 0,1228  Nio

Variavel (Iéglzcl (Jc)(fﬁs D‘fil‘f}‘;d‘a 95% CI dif. Sig.?
1:100 1:100 0,207 0,09723 to 0,3168 Sim

) 1:200 1:200 0,129 0,01923 to 0,2388 Sim
(i‘;“;:‘l‘}fzﬁi" 1:400 1:400 0,085 -0,02477t0 0,1948  Nio
’ 1:800 1:800 0,047 -0,06277 t0 0,1568  Nio
1:1600 1:1600 -0,005 -0,1148 to 0,1048 Nio

Varidvel (IC);?IZCI (2£i8 D‘fil‘f}‘;d‘a 95% CI dif. Sig.?
1:100 1:100 0,127 0,01723 to 0,2368 Sim

) 1:200 1:200 0,098 -0,01177t00,2078  Ndo
C‘;‘;c;‘;}::ﬁa" 1:400 1:400 0,061 -0,04877 t0 0,1708  Nio
1:800 1:800 0,033 -0,07677 10 0,1428  Nio

1:1600 1:1600 0,011 -0,09877 to 0,1208 Nio




52

1.51

D.O.492 0m

Diluicdo H

Diluicao F Diluicdo G

Diluigcdo A Diluicao B Diluig¢dao C Diluicdo D Diluicao E
Grifico 5 - Momento D5, D21 e D28. Valores de absorbancia (proporcional a quantidade de anticorpos anti-eCG) nas diferentes concentragdes:
controle, 11,57 Ul/mL, 17,34 Ul/mL e 26 Ul/mL. As amostras de sangue final e ovarios foram coletadas dos animais nos momentos D5, D21 e

D28. *p < 0,05.
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E possivel observar, nos grificos 4 e 5, no ensaio realizado no momento D5 de coleta,
os animais ndo apresentam alterac@o nos valores de absorbancia quando comparados aos outros
momentos.

No gréfico 5, nos momentos D21 e D28, pode-se observar a diferenca entre as
diluicdes do soro, sendo entre 1/100 a 1/400 os resultados apresentam diferencas significativas,
e que ao aumentar a dilui¢do, hd a diminuicdo na expressao da molécula nos momentos DS,
D21 e D28. H4 também uma tendéncia de queda da absorbancia quando compara-se 0s
momentos D21 e D28, sendo o momento D21, o que apresenta maior absorbancia, refletindo
na maior quantidade de anticorpos anti-eCG presente no soro. Quanto as outras concentragoes,
€ possivel observar um aumento significativo na expressao, sendo a concentracdo 26 Ul/mL
significativamente maior (p < 0.05) quando comparada principalmente a dose 17,34 Ul/mL
(GONZALEZ et al., 1994).

Outro dado importante é que existe diferenca significativa (p < 0.05) entre a
concentracdo (grafico 4) de 17,34 Ul/mL entre os momentos D21 e D28, nas dilui¢des 1:100 e
1:200, e uma tendéncia de queda nas dilui¢des 1:400 e 1:800. Esse resultado reforca a ideia de
que hd uma queda nas quantidades de anticorpos anti-eCG do momento D21 para o momento
D28. Hé relatos que indicam também que existe a possibilidade da molécula de eCG comercial
possuir substincias contaminantes, como discutido por Lea & Bolton (1991). Porém, com os
procedimentos de purificacdo atuais da molécula, torna-se bem pouco provavel que tenha
alguma relagdo.

Esse achado ndo é amplamente discutido na literatura, porém, um trabalho publicado
em 1978 por Kostyk e colaboradores, observou a influéncia de diferentes doses de PMSG na
resposta ovulatéria de ratas imaturas, 24, 48 e 72 horas apés a injecio de PMSG. E possivel
observar no trabalho, que apds 72 horas, todos o0s grupos (exceto o grupo controle), apresentam
duas ou mais ovulagdes. A quantidade de PMSG em cada grupo e nimero de animais ovulando
foi: 0 IU PMSG (0 ovulagdes em 8 animais total), 3 ITU PMSG (9 ovulacdes em 12 animais
total), 15 IU PMSG (4 ovulagdes em 12 animais total), 30 IU PMSG (6 ovulagdes em 12 animais
total) e 60 IU PMSG (5 ovulagdes em 12 animais total). Os autores discutem que esse resultado
pode estar relacionado com o grande estimulo de ovulacdo entre 24h e 48h, e subsequente
decaimento na ovula¢do em 72h. Como ndo ha no experimento com uma dose menor, proxima
ao 3 UI, ndo € possivel concluir que seja o caso observado por Kostyk, mas existe uma tendéncia

de diminuicao, de acordo com doses maiores.
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E possivel observar essa afirmacdo quando hd a plotagem no gréfico 6, em que se
apresenta a média e desvio padrdo das amostras nos momentos D5, D21 e D28, nas

concentracdes 0 Ul/mL (controle), 11,57 Ul/mL, 17,34 Ul/mL e 26 Ul/mL:

1.5

1.0

D.0.492nm

0.5

0.0 I I I
Dia 5 Dia 21 Dia 28

Grafico 6 - Momentos D5, D21 e D28. Valores de absorbancia de anticorpos anti-eCG nas
diferentes concentragdes: Grupo controle, 11,57 Ul/mL, 17,34 Ul/mL e 26 Ul/mL.

Para avaliar o teste ELISA indireto qualitativo, foi realizada a plotagem dos dados das
andlises e divididas entre negativas e positivas para eGC. No gréfico 7, foi realizada a média
dos valores de DO492nm € 0 desvio padriao das amostras negativas (iguais ou menores que

0,0284) e positivas (iguais ou maiores que 0,0633):

0.8 1

D.0O.492 nm

[ ]

Positivo Negativo

Amostras

Griafico 7 - Média da absorbancia das amostras positivas e negativas para o ELISA.

A média dos valores de D.O.492 nm € 0 desvio padrdo das amostras negativas foram:

0,0633 e 0,0284 respectivamente. J4 nas amostras positivas, a média foi de 0,591 e desvio

padrao de 0,023.
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O cutoff (grafico 8) também foi analisado, para ser possivel observar se os dados

observados anteriormente podem ser considerados como positivos:
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Griafico 8 - Amostras avaliadas pelo ELISA indireto qualitativo. Negativas: amostras negativas
utilizadas no célculo do cut off. Positivas: amostras positivas utilizadas na a validagdo do teste.

O cut off determinado nesse estudo foi de 0,0633, dessa forma, os resultados obtidos

sdo considerados positivos quando o valor médio das amostras sdo acima deste valor.
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6. CONCLUSOES

- Os ensaios de padronizagdo do teste ELISA apresentaram elevada sensibilidade,

principalmente nas dilui¢des de 1/100, 1/200 e 1/400;

- As andlises realizadas no momento D5 ndo apresentaram diferenca significativa quando

comparado ao grupo controle;

- Os ensaios de padronizagao do teste ELISA nos momentos D21 e D28 apresentaram elevada
capacidade de deteccdo de anticorpos anti-eCG, Nas trés concentragdes analisadas: 11,57

Ul/mL, 17,34 UI/mL e 26 Ul/mL;

- Os animais tratados com o padrao PMSG apresentaram aumento de peso de ovério de forma

dose-dependente.



57

REFERENCIAS

ABBAS, A. K.; LICHTMAN, A. H.; PILLAI S. Cellular and molecular immunology E-
book. [s.l.] Elsevier Health Sciences, 2014.

ABBAS, A. K.; LITCHMAN, A. H. Basic immunology: functions and disorders of the
immune system. p. 322, 2004.

ADA, G. L.; NOSSAL, G. The Clonal-Selection Theory. Scientific American, v. 257, n. 2, p.
62—-69, ago. 1987.

ALLEN, W. R. et al. Influence of Maternal Size on Placental, Fetal and Postnatal Growth in
the Horse. 1. Development in Utero. Reproduction (Cambridge, England), v. 123, n. 3, p.
445-453, mar. 2002.

ALLEN, W. R.; MOOR, R. M. The Origin of the Equine Endometrial Cups. I. Production of
PMSG by Fetal Trophoblast Cells. Journal of reproduction and fertility, v. 29, n. 2, p.
313-316, maio 1972.

ALLEN, W. R.; STEWART, F. Equine chorionic gonadotropin. In Equine Reproduction.
1993.

AYDIN, S. A Short History, Principles, and Types of ELISA, and Our Laboratory Experience
with Peptide/Protein Analyses Using ELISA. Peptides, v. 72, p. 4-15, out. 2015.

AYRES, H. et al. Effect of Timing of Estradiol Benzoate Administration upon
Synchronization of Ovulation in Suckling Nelore Cows (Bos Indicus) Treated with a

Progesterone-Releasing Intravaginal Device. Animal reproduction science, v. 109, n. 14, p.
77-87, dez. 2008.

BARUSELLLIL P. S. et al. The Use of Hormonal Treatments to Improve Reproductive
Performance of Anestrous Beef Cattle in Tropical Climates. Animal reproduction science,
v. 82-83, p. 479486, jul. 2004.

BARUSELLL P. S. et al. Review: Using Artificial Insemination v. Natural Service in Beef
Herds. Animal : an international journal of animal bioscience, v. 12, n. s1, p. s45—s52, jun.
2018.

CAHOREAU, C.; COMBARNOUS, Y. Comparison of Two Reference Preparations for
Horse Chorionic Gonadotrophin in Four In-Vivo and in-Vitro Assays. Journal of
reproduction and fertility, v. 79, n. 1, p. 281-287, jan. 1987.

CLEGG, M. T. et al. The Influence of Foetal Genotype on Equine Gonadotrophin Secretion.
The Journal of endocrinology, v. 25, p. 245-248, out. 1962.

CLEGG, M. T.; BODA, J. M.; COLE, H. H. The Endometrial Cups and Allantochorionic
Pouches in the Mare with Emphasis on the Source of Equine Gonadotrophin.
Endocrinology, v. 54, n. 4, p. 448-463, abr. 1954.

COLE, H. H.; GOSS, H. The source of equine gonadotrophin. In: CALIFORNIA, U. OF
(Ed.). Press. Berkeley. In essays ed. [s.]: s.n.]p. 107.



58

COMBARNOUS, Y. et al. Choice of Protocol for the in Vivo Bioassay of Equine Chorionic
Gonadotropin (ECG / PMSG) in Immature Female Rats. Theriogenology, v. 130, p. 99-102,
maio 2019.

CROWTHER, J. R. ELISA. Theory and Practice. Methods in molecular biology (Clifton,
N.J.), v. 42, p. 1-218, 1995.

CROWTHER, J. R. The ELISA Guidebook. 1. ed. New Jersey: Humana Press, 2001.

DAVIS, D. P.; MOON, R. D. Density of itch mite, Sarcoptes scabiei (Acari: Sarcoptidae) and
temporal development of cutaneous hypersensitivity in swine mange. Veterinary
parasitology, v. 36, n. 3—4, p. 285-293, 1990.

DE FARIA, H. G.; STABILLE, S. R. Desempenho de ratos (Rattus norvegicus) da linhagem
Wistar em crescimento alimentados com dietas extrusadas e peletizadas. Biological Sciences,
v.29,n. 1, p. 75-79, 2007.

DRION, P. V et al. Four Years of Induction/Synchronization of Estrus in Dairy Goats: Effect
on the Evolution of ECG Binding Rate in Relation with the Parameters of Reproduction.
Reproduction, nutrition, development, v. 41, n. 5, p. 401412, 2001a.

DRION, P. V et al. Increase of Plasma ECG Binding Rate after Administration of Repeated

High Dose of ECG to Cows. Reproduction, nutrition, development, v. 41, n. 3, p. 207—
215, 2001b.

GINTHER, D. J. Reproductive biology of the mare. McNaughton and Gunn, Ann Arbor,
ML, p. 268, 1979.

GONZALEZ, A. et al. Superovulation in the Cow with Pregnant Mare Serum Gonadotrophin:
Effects of Dose and Antipregnant Mare Serum Gonadotrophin Serum. The Canadian
veterinary journal = La revue veterinaire canadienne, v. 35, n. 3, p. 158-162, mar. 1994.
Disponivel em: <https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/8055430>.

GRAKOQUI, A. et al. The Immunological Synapse: A Molecular Machine Controlling T Cell
Activation. Science (New York, N.Y.), v. 285, n. 5425, p. 221-227, jul. 1999.

GRAY, D. Immunological Memory. Annual review of immunology, v. 11, p. 49-77, 1993.

GRAY, D.; SPRENT, J. Immunological memory. Current Topics in Microbiology and
Immunology. [s.l: s.n.]v. 1

HOPPEN, H. O. The Equine Placenta and Equine Chorionic Gonadotrophin--an Overview.
Experimental and clinical endocrinology, v. 102, n. 3, p. 235-243, 1994.

IEZZ1, G.; KARJALAINEN, K.; LANZAVECCHIA, A. The Duration of Antigenic
Stimulation Determines the Fate of Naive and Effector T Cells. Immunity, v. 8, n. 1, p. 89—
95, jan. 1998.

INABA, K. et al. Efficient Presentation of Phagocytosed Cellular Fragments on the Major
Histocompatibility Complex Class II Products of Dendritic Cells. The Journal of
experimental medicine, v. 188, n. 11, p. 2163-2173, dez. 1998.



59

JAINUDEEN, M. R. et al. Antigonadotropins in the Serum of Cows Following Repeated

Therapeutic Pregnant Mare Serum Injections. American journal of veterinary research, v.
27,n. 118, p. 669—675, maio 1966.

KINDT, T. J.; GOLDBSBY, R. A.; OSBORNE, B. A. Imunologia. 6. ed. Porto Alegre:
Artmed, 2007.

KOSTYK, S. K. et al. Ovulation in Immature Rats in Relation to the Time and Dose of
Injected Human Chorionic Gonadotropin or Pregnant Mare Serum Gonadotropin. Biology of
reproduction, v. 19, n. 5, p. 1102-1107, dez. 1978.

LEA, R. G.; BOLTON, A. E. The Effect of Horse Placental Tissue Extracts and Equine
Chorionic Gonadotrophin on the Proliferation of Horse Lymphocytes Stimulated in Vitro.
Journal of reproductive immunology, v. 19, n. 1, p. 13-23, jan. 1991.

LEGARDINIER, S. et al. Involvement of Equine Chorionic Gonadotropin (ECG)
Carbohydrate Side Chains in Its Bioactivity; Lessons from Recombinant Hormone Expressed
in Insect Cells. Reproduction, nutrition, development, v. 45, n. 3, p. 255-259, 2005.

LEHTONEN, E.; KANKONDI, R. Rate of Gonadotrophin-Induced Abnormalities in Mouse
Ova Is Related to the Site of Hormone Administration. Journal of reproduction and
fertility, v. 80, n. 2, p. 613617, jul. 1987.

MACKAY, C. R. Immunological Memory. Advances in immunology, v. 53, p. 217-265,
1993.

MANTECA VILANOVA, X. et al. Horse Welfare During Equine Chorionic Gonadotropin
(ECG) Production. Animals : an open access journal from MDPI, v. 9, n. 12, dez. 2019.

MANTOVANI, A. P. Resposta imunoldgica contra gonadotrofina corionica equina (eCG)
em novilhas Bos taurus e Bos indicus. 2010. Universidade de Sdo Paulo, 2010.

MELLO, R. R. C. et al. Utiliza¢ao da gonadotrofina coridonica equina (¢CG) em protocolos de
sincronizacdo da ovulacdo para IATF em bovinos: revisdo. Rev. Bras. Reprod. Anim, v. 38,
p. 129-134, 2014.

MOOR, R. M.; ALLEN, W. R.; HAMILTON, D. W. Origin and Histogenesis of Equine
Endometrial Cups. Journal of reproduction and fertility. Supplement, n. 23, p. 391-395,
out. 1975.

MURPHY, B. D.; MARTINUK, S. D. Equine Chorionic Gonadotropin. Endocrine reviews,
v. 12, n. 1, p. 2744, fev. 1991.

NUNES, G. S. Immunochemical methods for analysis of environmental contaminants:
concepts, state of the art and perpectives. Quimica Nova, v. 28, p. 462471, 2005.

O’DONOVAN, O.; MADDEN, D. Why Do Medical Professional Regulators Dismiss Most
Complaints From Members of the Public? Regulatory Illiteracy, Epistemic Injustice, and
Symbolic Power. Journal of bioethical inquiry, v. 15, n. 3, p. 469478, set. 2018.



60

PAPKOFF, H.; SAMY, T. S. Isolation and Partial Characterization of the Polypeptide Chains
of Ovine Interstitial Cell-Stimulating Hormone. Biochimica et biophysica acta, v. 147, n. 1,
p. 175-177, set. 1967.

PIERCE, J. G.; PARSONS, T. F. Glycoprotein Hormones: Structure and Function. Annual
Review of Biochemistry, v. 50, p. 465495, 1981.

PRATA, A. B. et al. Fertilidade de vacas leiteiras mesticas submetidas a IATF com eCG
incorporado ao protocolo. Anim. Reprod, v. 11, p. 200, 2014.

PURSLEY, J. R.; MEE, M. O.; WILTBANK, M. C. Synchronization of Ovulation in Dairy
Cows Using PGF2alpha and GnRH. Theriogenology, v. 44, n. 7, p. 915-923, nov. 1995.

RAFERT, S. et al. Involvement of Ovarian Estradiol Biosynthesis and Pituitary FSH
Expression in the Mechanism of Human Chorionic Gonadotropin Stimulation of Uterine
Growth in Immature Female Rats. Journal of Hormones, v. 2016, p. 6923239, 2016.
Disponivel em: <https://doi.org/10.1155/2016/6923239>.

RIZZ0, A. et al. Follicular Development in Pregnant Cows after the Administration of Equine
Chorionic Gonadotropin (ECG): A New Insight. Immunopharmacology and
immunotoxicology, v. 31, n. 4, p. 536542, 2009.

ROY, F. et al. The Negative Effect of Repeated Equine Chorionic Gonadotropin Treatment on
Subsequent Fertility in Alpine Goats Is Due to a Humoral Immune Response Involving the
Major Histocompatibility Complex. Biology of reproduction, v. 60, n. 4, p. 805-813, abr.
1999.

SALES, J. N. S. et al. Effect of Circulating Progesterone Concentration during
Synchronization for Fixed-Time Artificial Insemination on Ovulation and Fertility in Bos
Indicus (Nelore) Beef Cows. Theriogenology, v. 83, n. 6, p. 1093—1100, abr. 2015.

SHAH, K.; MAGHSOUDLOU, P. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA): The
Basics. British journal of hospital medicine (London, England : 2005), v. 77, n. 7, p. C98-
101, jul. 2016.

SPRENT, J. T and B Memory Cells. Cell, v. 76, n. 2, p. 315-322, jan. 1994.

STEWART, F.; ALLEN, W. R.; MOOR, R. M. Pregnant Mare Serum Gonadotrophin: Ratio
of Follicle-Stimulating Hormone and Luteinizing Hormone Activities Measured by
Radioreceptor Assay. The Journal of endocrinology, v. 71, n. 3, p. 471-482, dez. 1976.

SWANSON, W. F. et al. Kinetics of the Humoral Immune Response to Multiple Treatments
with Exogenous Gonadotropins and Relation to Ovarian Responsiveness in Domestic Cats.
American journal of veterinary research, v. 57, n. 3, p. 302-307, mar. 1996.

THEAU-CLEMENT, M. et al. Evolution of Anti-ECG Antibodies in Response to ECG Doses
and Number of Injections. Relationship with Productivity of Rabbit Does. Animal : an
international journal of animal bioscience, v. 2, n. 5, p. 746751, maio 2008.

TIGHE, P. J. et al. ELISA in the Multiplex Era: Potentials and Pitfalls. Proteomics. Clinical
applications, v. 9, n. 34, p. 406422, abr. 2015.



61

VASCONCELOS, J.; VILELA, E; SA FILHO, M. Temporary weaning of calves at two
different times of the GnRH-PGF(2 alpha)-EB synchronization protocol for ovulation in post-
partum Nelore cows. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 61, p.
95-103, 1 fev. 2009.

WALTON, E. A.; ARMSTRONG, D. T. Ovarian Function and Early Embryo Development
in Immature Rats given a Superovulatory Dose of PMSG, Later Neutralized by Antiserum.
Biology of reproduction, v. 25, n. 2, p. 272-280, set. 1981.

WOLFENSON, D. et al. The Effect of a GnRH Analogue on the Dynamics of Follicular
Development and Synchronization of Estrus in Lactating Cyclic Dairy Cows.
Theriogenology, v. 42, n. 4, p. 633-644, set. 1994.



62

ANEXO 1

OUrofinNo

agronegdcio Versdo1.1jan/2013

OUROFINO AGRONE GOCIO LTDA.
OUROFINO SAUDE ANIMAL LTDA.

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS-CEUA-OF

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “PADRONIZACAO DO TESTE ELISA PARA
AVALIACAO IMUNOGENICA DE FORMULADOS COMERCIAIS DE GONODOTROFINA
CORIONICA EQUINA (eCG) EM PROTOCOLO DE SUPEROVULAGAO EM RATAS (Rattus
norvegicus)” protocolo n® 084/2021, sob a responsabilidade do Sr. (a) Osmar Dias Ferraz
Junior, CPF/MF n° 099.419.796-93 e registro no Conselho de Classe (CRMV) n° SP 48.038
que envolve a produgdo, manutencdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE
ETICANO USO DE ANIMAIS (CEUA-OF) em 04 de agosto de 2021.

Dados do projeto:

Finalidade () Ensino ( X') Pesquisa Cientifica
Numero de animais 80

Espécie Ratas

Racga/linhagem Wistar

Sexo Fémeas

Peso médio 40 - 50 gramas

Idade 24 dias

Origem Anilab

Vigéncia da autorizagdo | 3 meses (fica assim definido pela comiss&o)

Eventuais alteragdes no protocolo devem ser oficializadas através de emenda e submetidas a
nova aprovacao por esta CEUA.

Um relatério deve ser encaminhado ao final do projeto (para estudos com menos de 06 meses
de duragé@o) ou semestralmente (para estudos com mais de 06 meses de duragao).

Ribeirdo Preto, Oé/me agosto de 2021.

Vanessa

Coordenagora da CEUA




